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LES LEISHMANIOSES CHEZ LES ANIMAUX 


par A. LAVERAN 


Ill. — INFECTIONS EXPERIMENTALES 
PRODUITES CHEZ DIFFERENTES ESPECES ANIMALES 
PAR LA LEISHMANIA DONOVANI (1) 


Ona admis, pendant plusieurs années, qu’un des principaux 
caractéres différentiels du kala-azar méditerranéen et du kala- 
azar indien était fourni par ce fait que la premiére de ces mala- 
dies était inoculable @ cerlains animaux, notamment au singe 
et au chien, qui se montraient réiractaires a la deuxiéme. Cette 
opinion n'est plus soutenable aujourd’hui. I est démontré que 
la L. Donovani, agent du kala azar indien, est inoculable, 
comme la L. infantum, agent du kala-azar méditerranéen, a 
certaines espéces animales. Nous aurons & voir si les conditions 
Winoculation et les maladies expérimentales provoquées par 
les deux virus sont identiques ou non. 

Une autre différence, trés intéressante au point de vue spécial 
qui nous occupe, subsiste entre le kala-azar méditerranéen et 
le kala-azar indien. On a vu, dans la premitre partie de ce 
travail, que la leishmaniose canine naturelle a été observée a 


(1) Voir, pour les premieres parties du travail, ces Annales, t. XXVIH, 
p. 823 et p. 885. 
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l'état enzootique dans tous les pays ott le kala-azar méditerra- 
néen est endémique et que vraisemblablement l’agent du kala- 
azar chez Vhomme et chez le chien est le méme; orles recherches 
poursuivies dans l’Inde pour y découvrir des foyers de leishma- 
niose canine ont été infructueuses jusqu ict. 

Donovan a examiné & Madras, du mois de mai au mois 
daott 1909, 1.150 chiens au point de vue de la présence dans 
leur rate de la L. Donovani; 256 de ces chiens provenaient du 
quartier de Madras dans Jequel l’endémie de leishmaniose est 
la plus forte, et cependant l’existence des parasites n’a été notée 
dans aucun cas (1). 

Des recherches ultérieures de Donovan et de Patton ont abouti 
également & des résultats négatifs; sur plus de 2.000 chiens 
tués- 2 la fourriére de Madras, on n’a constaté aucun cas de 
leishmaniose (2). 

Mackie rapporte que 93 chiens ont été tués dans les villages 
du Nowgong (Inde) ott le kala-azar régnait avec intensité dans 
les maisons ott il y avait des malades, et que la rate et la moelle 
osseuse de ces chiens ont été examinées avec résullat négatif, 
au point de vue de l’existence des Lezshmania ; la moelle osseuse 
d’un certain nombre de chiens a été inoculée, ézalement avec 
résullat négatif, 4 2 singes, & 2 Pleropus Edwardsi et a un 
chien (3). 

Korke, qui a examiné un grand nombre de frottis de moelle 
osseuse et de rate de chiens dans |’Inde aurait vu, dans 4 cas, 
des éléments ayant une grande ressemblance avec des Letshma- 
nia (4). 

Castellani a observé, & Colombo (Ceylan), quelques cas de 
leishmaniose canine naturelle, mais, comme beaucoup de chiens 
de Colombo sont importés, il n’a pas conclu de ces faits & Vexis- 
tence de la maladie & Ceylan (5). 

Bahr a recherché, sans succes, le kala-azar chez les indigénes 


(1) G. Donovan, Lancet, 20 novembre 1909. 

(2) C. Donovan, W.-S. Patron, Proc. of the third meeting of the gen. malaria 
Committee held at Madras, novembre 1912, Simla, 19413. 

(3) F.-P Mackis, Indian Jl. of med. Research, avril 1914, p. 654. 

(4) Sir Parpey Luxis, All’ India sanitary Conference Lucknow, janvier 1914. 
Supplem. au Indian Jl. of med. Research, Calcutta, 1914. 

ne Casreuianr et A.-J. Craters, Manual of trop. Medicine, 2° édit., 1912. 
p. ; 
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de Ceylan; il pense que la leishmaniose canine ne se rencontre 
pas non plus dans cette région (1). 


Le kala-azar indien a été inoculé avec succes au chien, au 
chacal, aux macaques, au Petropus Edwardsi (chauye-souris), 
& la souris et au rat. 

Les procédés d’inoculation sont les mémes que pour le kala- 
azar méditerranéen ; il est nécessaire d’employer de fortes doses 
du virus; c'est probablement parce que Donovan et Patton 
avaient inoculé & leurs animaux de trop faibles doses que leurs 
premiers essais ont été négatifs (2). 


Cmen. Cuacat. — En 19412, Donovan a annoncé qu'il avait 
réussi a infecter un jeune chien en lui inoculant une forte quan- 
tité (3 c. c. 1/2) du sang splénique d’un sujet.arrivé a la période 
terminale du kala-azar. A lautopsie du chien, on ne trouva de 
Leishmania ni dans la rate, ni dans le foie, mais les parasites 
étaient nombreux dans la moelle osseuse (3). Il est & remarquer 
que chez 2 chiens inoculés antérieurement par Donovan, et 
chez les chiens examinés & Madras au point de vue de la leish- 
maniose naturelle, examen histologique de la moelle osseuse, 
siége d’éleclion des Letshmania, n’avait pas été fait. 

En méme temps que Donovan, Patton a réussi & inoculer au 
chien le kala-azar indien. Sur 8 chiens inoculés avec de fortes 
quantités du produit du broyage de la rate de malades morts 
du kala-azar depuis quelques heures, 4 se sont infectés; 3 chiens 
ont eu de fortes infections; chez l'un d’eux, Vinfection sanguine 
élait remarquable; trois jours avant la mort on compta plus 
de 500 Leishmania dans un frotlis de sang, un seul polynu- 
cléaire en renfermait 12; deux jours avant la mort, on compla 
jusqu’a 1.000 parasites dans un frottis du sang périphérique (4). 

Patton a profité de ce cas remarquable d’infection sanguine 


(1) P.-H. Baur, Transact. of the Soc. of trop. med. a.. hyg., janvier 1914, t. VI, 
p. 444. 

(2) W.-S. Parton, Parasitology, décembre 1908 et mars 1909, Transact. of the 
Soc. of trop. med. a. hyg., février 1909 et Lancet, 30 janvier 1909. 

(3) C. Donovan, Proceed. of the third meeting of the gen. malaria Committee held 
at Madras, novembre 1912, Simla, 1913 et The indian Jl. of. med. Research, 
juillet 1913, t. I, n° 4. ; 

‘4, W.-S. Patron, mémes indications que pour les travaux de Donovan 
mentionnés ci-dessus. 
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pour faire une expérience tres intéressante au point de vue du 
role des puces dans la transmission de la maladie (1). 

Plusieurs centaines de puces, Cé¢. felis (2), furent nourries 
sur le chien, quatre jours avant sa mort, et le contenu du tube 
digestif de plus de 200 de ces puces fut examiné. Patton résume 
comme il suit les résultats de l’expérience. Deux heures aprés 
Vingestion du sang par les puces, on trouve dans J'intestin 
moyen, et dans les feces deces insectes, des Lezshmania incluses 
dans des leucocytes. Beaucoup de parasites paraissent ¢tre déja 
en voie de dégénérescence. Quatre heures aprés, les leucocytes 
sont dégénérés et les parasites devenus libres ne montrent 
aucun signe de développement; au contraire, ils deviennent 
granuleux. Six heures aprés, il ya une diminution marquée 
du nombre des parasites, et ceux qui existent encore sont for- 
tement altérés. Un petit nombre de parasites se colorant faible- 
ment sont trouvés dans la partie terminale du tube digestif. 
Huit heures aprés, il est trés difficile de trouver un seul para- 
site, et chez toutes les puces examinées a des épuques plus 
éloignées on n’en trouve plus aucun. 

Ces fails, qui sont en contradiction avec ceux relatés par 
Basile (3), tendraient & prouver que la L. Donovani ne peut 
pas se développer chez Ct. felis, et par suite que cet insecte ne 
joue aucun role dans la propagation du kala-azar ; il est vrai de 
dire que Basile a expérimenté sur L. infantum et non sur L. 
Donovani et Ct. canis. 

Un chacal (sur 4 inoculés) présenta une forte infection. 

Patton insiste avee raison sur ce fait que, pour obtenir de 
bons résultats dans les inoculations du kala-azar aux animaux, 
il faut employer de fortes doses de virus. 

Wenyon, 4 Londres, a infecté un chien avec la pulpe de la 
rate d’un Indien mort de kala-azar @ l’hdpital Albertdock (4). 

Grace & Vobligeance du D* Row, de Bombay, j’ai pu entre- 
prendre a Paris des expériences sur différents animaux avec la 
L. Donovani (5). 


(1) W.-S. Parron, Indian Jl. med. Research, juillet 1914. 
(2) A Madras, la puce du chien est C/. felis (Bouché). 
(3) V. premiere partie de ce travail, Ann. de Institut Pasteur, t. XXVIII, 
p. 834. 

4) C.-M. Wenyon, Transact. of the Soc. of trop. med. a. hyg., janvier 1914. 
A. Laveran, Acad. des Sciences, 17 novembre 1913 et 4% avril 1914. 
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Le 2 mai 1913, j’ai recu un tube de culture qui avait été 
ensemencé par le D' Row, & Bombay, le 29 mars précédent, 
avec une cuiture de L. Donovani ayant subi une série de pas- 
sages, depuis Je mois de décembre 1912; le tube contenait 
encore quelques flagellés mobiles qui, repiqués sur milieu de 
Novy simplifié, donnérent de belles cultures; ce sont ces cul- 
tures qui ont été utilisées pour mes expériences. 

On s’accorde & reconnaitre qu'il est plus difficile d’infecter 
des animaux avec les cultures de Leishmania qu’avec le produit 
du broyage de la rate ou de la moelle osseuse d’hommes ou 
d’animaux morts du kala-azar; néanmoins, mes expériences sur 
les chiens, et surtout sur les singes, ont souvent donné des 
résultats positifs. 

Sur 12 chiens inoculés uniquement avec des cultures de la 
L. Donovani dans le foie ou dans les veines, 5 se sont infectés 
(Obs. 1 & 5); les chiens 1, 2 et 3 n’ont reeu, dans les veines ou 
dans le foie, que 2 cent. cubes de culture, le chien 4a recu, 
dans le foie, 3 cent. cubes de culture. A la vérité, les infections 
ont été légéres, mais j’avais choisi comme étant plus sensibles 
au virus des chiens trés jeunes, et plusieurs d’entre eux 
ont succombé a des broncho-pneumonies, trop  rapide- 
ment aprés linoculation pour laisser au kala-azar le temps 
d’évoluer. 

Les formes légéres, latentes, sont communes dans les infec- 
tions du chien dues & la L. Donovan’, comme dans celles que 
produit la L. enfantum, si bien que, sur le cadavre, pour recon- 
naitre l’existence de la maladie, il est parfois nécessaire de 
faire des ensemencements de la moelle osseuse ou de la rate. 

Il est & noter que 2 chiens (Obs. 4 et 5) ont présenté de l’opa- 
cité des cornées, passagére dans un cas (1), permanente dans 
Vautre ; on a vu dans la deuxiéme parlie de ce travail que ce 
symptome avait été noté également chez des chiens infectés 
avee la L. infantum. 

Sur 3 chiens inoculés & la fois avec des cultures et avec le 
produit du broyage de la rate et du foie d'un macaque forte- 
ment infecté de kala-azar indien, 2 se sont infectés et chez un 


(1) A. Laveran, Soc. de path. exotique, 9 juillet 1913. Présentation du chien 
qui fait Vobjet de lobservation 1 du présent travail. 
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de ces animaux l’infection a élé de moyenne intensité (Letsh- 
menia non rares dans la rate, trés rares dans le foie). 

Comme dans les infections produites chez le chien par la 
L. infantum, cest dans la moelle osseuse qu’on a le plus de 
chances de trouver les Leishmania quand il s’agit d’infec- 
tions légeéres; l’observation 7 fait toutefois exception a la 
régle. 

Je résume les 7 observations. 


io Un jeune chien, pesant 4 kilogr. 480, recoit le 10 juin 1913, dans l'une des 
veines saphénes, 2 cent. cubes d'une culture trés belle de Leishmania Dono- 
vani. — 8 juillet, le chien pése 4 kilogr. 500; on constate que la cornée du 
coté gauche s’est opacifiée ; la cornée était en trés bon état lors de larrivée 
du chien au chenil; elle a dt s’opacifier rapidement, car le chien est souvent 


examiné. — 13 juillet, la partie exlerne de la cornée gauche est redevenue 
transparente. — 16 juillet, opacité de la cornée a encore diminué, elle n’oc- 
cupe plus que le quart interne environ. — 18 juillet, le chien maigrit, il ne 


pese plus que 4 kilogr. 100. 

Mort le 19 juillet. Le tissu conjonctif a une teinte ictérique tres marquée ; 
les urines donnent la réaction de Gmelin. La rate pése 6 gr. 50. Foie d’aspect 
normal. Ganglions mésentériques augmentés de volume. Petites ecchymoses 
sous-pleurales, broncho-pneumonie bien caractérisée qui, certainement, a été 
la cause de la mort. Rien d’anormal au cceur. Dans les frottis de moelle 
osseuse, on trouve des Leishmania tres rares. L’examen des frottis du foie 
et de la rate est négatif. 


2° Un chien agé de 45 jours, pesant 840 grammes, regoit, le 30 juin 1913, 
dans le foie, 2 cent. cubes d’une belle culture de la L. Donovani. — 12 juillet, 
le chien pése 920 grammes. — Les jours suivants le chien présente les 
symptomes de la maladie des jeunes chiens et il meurt le 21 juillet. 

Le chien pése 860 grammes; la rate pese 2 gr. 30. Foie pale, d’aspect grais- 
seux. Lesautres viscéres ne présentent pas d’altération macroscopique notable. 
Dans les frottis de moelle osseuse et de rate, on trouve des Leishmania tres 
rares ; examen d'un frottis du foie est négatif. 


3° Un chien 4gé de 1 mois enyiron, pesant 1 kilogr. 080, recoit le 25 juillet 
1913, 2 cent. cubes de culture trés belle de L. Donovani, moitié dans le foie, 
et moilié dans une des veines sapheénes. Le chien pése 1 kilogr. 500 le 19 aout, 
2 kilogr. 100 le 34 aout, 2 kilogr. 250 le 23 septembre, 3 kilogr. 450 le 25 octobre. 
— Le 28 octobre, le chien a des convulsions, il respire difficilement, et pré- 
sente de la parésie du train postérieur; il s’agit probablement de la maladie 
des jeunes chiens. 

Le chien est sacrifié le 29 octobre 19413; il pése 3 kilogr. 470. La rate, d’as- 
pect normal, pése 10 grammes. Les autres viscéres ne présentenl pas de 
lésions macroscopiques. Dans les frottis de moelle osseuse, on trouve des 
Leishmania tres rares.’ L’examen des frottis de rate et de foie est négatif. 
Deux tubes du milieu de Novy simplifié sont ensemencés avec la moelle 


osseuse ; a la date du 19 novembre, on constate une belle culture de flagellés 
dans un des tubes, l’autre tube est resté stérile. 
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4° Un chien, agé de 40 jours, du poids de 1 kilogr. 300, recoit le 4 aott 1913, 
dans le foie, 1 cent. cube d'une culture trés riche de L. Donovani. — 10 aout, 
le chien, qui pése 1 kilogr. 400, est inoculé une deuxiéme fois ; il recoit, dans 
le foie, 2 cent. cubes d'une culture tres riche. — 31 aott, le chien va trés bien, 


il pése 1 kilogr. 840. — 23 septembre, le chien pése 2 kilogrammes; il ne 
parait pas malade. — 25 septembre, le chien est pris brusquement de mou- 


vements convulsifs, il reste couché sur le coté gauche; quand on le place 
sur lecété droit, il se retourne de l’autre coté. 

Le chien est sacrifié le 25 septembre. La rate pése 7 grammes. Le foie, les 
reins, le tube digestif, le coeur, les poumons ne présentent rien d’anormal. 
Les méninges cérébrales sont vivement injectées du cété gauche. 

Les frottis de moelle osseuse montrent quelques Leishmania; les frottis de 
rate et de foie n’en montrent pas: Deux tubes du milieu de Novy simplifié, 
ensemencés avec la moelle osseuse, donnent de belles cultures de flagellés 
caractéristiques. 


5° Une jeune chienne pesant 6 kilogr. 700 recoit, les 24 et 26 novembre et 
le 6 décembre 1913, des injections intraveineuses de cultures tres belles de 
L. Donovani. — 9 décembre, on constate que la cornée gauche est trouble. — 
10 décembre, la cornée gauche est presque complétement opaque ; conjonc- 
tivite double. — 13 décembre, la conjonctivite va bien, mais la cornée droite 
s'est opacifiée 4 son tour. Le chien y yoit encore un peu. Amaigrissement, 
poids : 5 kilogr. 700. — 15 décembre, les cornées redeviennent transparentes. 
— 20 décembre, le chien ne pése plus que 5 kilogr. 200; lopacité des cornées 
augmente de nouveau. 

Le chien qui parait trés malade est sacrifié le 21 décembre 1913; il pése 
4 kilogr. 750. La rate pese 11 grammes. Les autres viscéres ne présentent 
aucune altéralion macroscopique. Dans les frottis de la moelle osseuse on 
trouve des Leishmania trés rares. Les examens des frottis du foie et de la 
rate sont négatifs. 


6° Un chien Agé de 3 semaines environ, pesant 700 grammes, recoit dans 
le foie, le 19 juillet et le 31 aovt 1913, des injections de cultures trés belles 
de L. Donovani, 2 cent. cubes environ A chaque injection, — Au mois 
de novembre 1913, le chien est en tres bon état, il pése 4 kilogrammes. — Le 
8 novembre, on inocule dans le foie le produit du broyage de la rate et du 
foie dum singe infecté de kala-azar indien. — Le chien continue & augmenter 
de poids; il pése, le 9 janvier 1914, 7 kilogrammes; le 27 février, 8 kilogrammes. 
Trouvé mort le 3 mars 1914. 

Le chien pése 6 kilogr. 900; la rate pése 6 grammes. Les viscéres ne pré- 
sentent pas d’altérations pouvant expliquer la mort qui est due sans doute 
A la maladie des jeunes chiens. Les urines sont albumineuses. Leishmania 
trés rares dans les frottis de rate el de moelle osseuse. L’examen d'un frottis 
du foie est négatif. 


7° Un jeune chien pesant 6 kilogr. 500 recoit, le 12 décembre 1913, dans le 
foie, une injection de 4 cent. cubes du produit du broyage de la rate et du 
foie d’un singe fortement infecté de kala-azar indien; le produit du broyage 
a été dilué dans un peu d’eau physiologique. Le chien recoil en outre, les 
22 et 30 décembre 1913, deux injections intraveineuses de trés belles cultures 
de la L. Donovani; chaque injection est de 2 cent. cubes. Le chien pése, le 
30 décembre, 7 kilogr. 250; le 27 février 1914, 8 kilogrammes; le 16 mars, 
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8 kilogr. 100; le 14 avril, 8 kilogr. 200; le 19 juin, 9 kilogr. 200; le 2 aout, 
8 kilogr. 300. Le chien est sacrifié en bon état le 2 aout 4914. 

La rate pese 17 grammes, sa consistance est normale. Les autres viscéres 
abdominaux ou thoraciques ne présentent pas d’altérations macroscopiques. 
La moelle des os est rouge, diffluente. Leishmania non rares dans les frottis 
de la rate, trés rares dans les frottis du foie; examen d’un frottis de moelle 
osseuse est négatif. 


Sinces. — Le Macacus sinicus s’infecte facilement quand on 
lui inocule le virus du kala-azar indien; le M. sinicus de la 


La figure reproduit la photographie du M. sinicus inoculé par Row avec 
une culture de la L. Donovani. On distingue un bouton formant une forte 


saillie de chaque coté du front. Je dois la photographie reproduite ici a 
Yobligeance du Dr Row. 


petite variété des environs de Madras est, d’aprés Row, plus sen- 
sible que le M. sinicus de la grande variété de Bombay; on peut 
obtenir aussi des résultats satisfaisants avec le M. cynomolgus. 
D’aprés les recherches de R. Row, les inoculations de la L. 
Donovan: au M. sinicus donnent lieu tantdt & des infections 
localisées, tantot A des infections généralisées (1). 
Deux M. sinicus ont été inoculés au front par Row, l'un dans 


(1) R. Row, Brit. med. Assoc., Liverpool, juillet 1912; Jl. tropical med. a hyg., 
Jer novembre 1912 et 1e" janvier 1913; Indian Ji. of med. Research, avril 1914. 
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la peau scarifiée avec, pour virus, la pulpe de rate d’un homme 
mort du kala-azar, autre par injection sous-cutanée d'une cul- 
ture de 5° passage du méme virus humain. 

Chez le premier macaque on a vu apparailre, apres une incu- 
bation de 3 mois 1/2 & 5 mois, 3 nodules cutanés qui se sont 
développés aux points d’inoculation et on a trouyé des Leish- 
mania, en pelit nombre, dans ces nodules qui avaient la struc- 
ture de jeunes fibromes. L'infection locale n’a pas été suivie 
chez le singe d’une infection générale. 

Chez le second macaque (inoculé avec la culture) on vit se 
développer au bout de 5 mois un nodule de chaque cdté du 
front (fig. ci-contre),aux points d’ inoculation, avec des Leishmania 
nonrares. Le singe a guériectn’a pas présenté d infection générale. 

Un troisiéme macaque, inoculé avec le virus d’un des nodules 
du premier singe, a eu également une infection localisée (nodule 
cutané). 

Un des nodules du deuxiéme singe a été excisé une quinzaine 

de jours aprés son apparition et une de ses moitiés, broyée dans 
1 cent. cube d’eau salée & 6 p. 100, a servi 4 inoculer, dans le 
péritoine, 2 souris et un M. sinzcus. Ces 3 animaux ont eu des 
infections générales, sans lésion locale, avec nombreuses Leish- 
mania dans les organes; chez le singe, ona trouvé des Leishma- 
nia dans le foie 5 mois aprés lVinoculation; chez les souris, au 
bout de 6 semaines. 

Les meilleurs résultats (lésions localisées et généralisées) 
ont été obtenus par Row chez le WM. sinicus (petite variété de 
Madras) avec des cultures vieilles contenant principalement des 
éléments arrondis en cocc?. L’injection intrapéritonéale des 
cultures, si elle est suivie de succes, produit toujours linfec- 
tion généralisée, l'injection sous-cutanée produit tantot une 
lésion localisée (nodule), tantot une infection généralisée. 

Les cultures deviennent de moins en moins actives & mesure 
que le nombre des repiquages augmente, mais on peut main- 
tenir leur virulence en les renouyelant sur les animaux infeclés. 

Ces expériences de Row ont un double intérét; elles montrent : 
1° qu’on peut provoquer chez le M. simicus des infections géné- 
ralisées avec la L. Donovani, comme avec la L. infantum ; 
2° qu’avec la L. Donovani on peut oblenir, chez le méme animal, 
des lésions cutanées (non suivies d’infection générale) qui ont 
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une grande ressemblance avec les Iésions expérimentales de la 
L. (ropica; nous aurons l'occasion de revenir sur ce point dans 
une aulre partie de ce travail. 

Sur 41 Macacus sinicus inoculés par Patton avec la pulpe 
splénique de malades morts de kala-azar depuis quelques heures, 
4 se sont infectés; 3 ont présenté une forte infection (1). 

Les singes qui avaient recu de trés fortes doses de pulpe splé- 
nique se sont seuls infectés; ils ont eu des infections généra- 
lisées. 

Korke a répété avec succes, aux Indes, les expériences de Row 
sur les singes (2). Le 11 janvier 1913, a Bombay, dans le labo- 
ratoire de how, 2 M. sinicus ont été inoculés, Yun dans le péri- 
toine, l’autre sous la peau, avec le produit de la ponction du 
foie d’un singe infecté de kala-azar. Korke a emporté ces deux 
singes &’ Madras, en méme temps qu’un macaque qui, imoculé 
par Row dans la peau, présentait un nodule cutané riche en 
Leishmania.’ 

Le M. sinicus inoculé, & Bombay, dans le péritoine, ne mon- 
trant pas de signes d infection, est réinoculé le 2 septembre 1913, 
sous la peau, des deux cdtés du front, avec la moelle osseuse 
Wun sujet mort de kala-azar. Treize jours apres l inoculation, 
des nodules apparaissent aux points d’inoculation et, dans ces 
nodules, on trouve des Leishmania. 

Le singe inoculé le 11 janvier 1913, & Bombay, sous la peau, 
ne présentant pas de signes dinfection, est réinoculé sous la 
peau, & Madras, avec le sang d'un sujet ayant des Leishmania 
non rares dans le sang; pas de nodules aux points d’inocnla- 
tion, mais, 4 l'autopsie, Leishmania dans la rate et la moelle 
osseuse; done infection généralisée aprés inoculations sous- 
cutanées. 

Le troisiéme singe provenant de Bombay et porteur d’un 
nodule a montré, a lautopsie, des Leishmania dans le nodule, 
dans la rate et dans la moelle osseuse; il ya donc eu, dans ce 
cas, infection locale et infection générale, probablement consé- 


(1) W.-S. Parron, Proceed. of third meeting of the gen. malaria Committee 
held at Madras, novembre 1912, Simla, 1913. Je tiens compte des expériences 
additionnelles. 

(2) Visunu T. Korke, Third Al? India sanitary Conference, Lucknow, janvier 
191% et Indian Jl. of med. Research, avril 1914. 
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cutive, car les Letshmania étaient rares dans la rate et dans la 
moelle osseuse. 

Korke cite encore les faits suivants : un M. sinicus inoculé 
Te 26 mai 1913, des deux cotés du front, avec la moelle osseuse 
d'un sujet mort du kala-azar, & Madras, a, au mois d’aotit, des 
nodules aux points d’inoculation et, dans ces nodules, on trouve 
des Leishmania. Chez 2 M. sinicus, les résultats de Vinoculation 
sous-culanée au moyen de sang ou de pulpe de rate de sujets 
atteints de kala-azar ont été négatifs. 

Surd M. rhesus, inoculés dans le péritoine, Mackie note deux 
succes ; un essai d’infection par ingestion qui a porté sur 2 singes 
a échoué (1). 

Jai dit plus haut, & propos des infections expérimentales du 
chien, comment j’avais réussi & instituer des recherches sur 
la virulence de la L. Donovani pour différentes especes ani- 
males. 

Mes expériences sur les singes ont porté sur 7 M. snicus et 
sur 9 M. cynomolgus. 

3 M. sinicus inoculés dans le foie avec le produit du broyage 
des viscéres d’animaux infectés de kala-azar se sont infectés, 
et chez 2 d’entre eux l’infection a été forte. 

4 M. sinicus inoculés dans le foie avee des cultures de la 
L. Donovani se sont infectés, et 2 d’entre eux ont eu des infec- 
tions fortes. 

7 M. sinicus inoculés se sont done tous infectés et, chez 
4 dentre eux, linfection a été forte. 

De 3 M. cynomolgus inoculés dans le foie, avec le produit du 
broyage des viscéres d’animaux infectés de kala-azar, 2 se sont 
infectés, et Pun d’eux a eu une infection forte. 

De 6 M. cynomolgus inoculés dans le foie avec des cultures 
de la L. Donovani, 3 se sont infeclés, et chez lun d’eux l’infec- 
tion a été forte. 

De 9 M. cynomolgus inoculés, 5 se sont done infectés, ce qui 
donne une proportion de succés moins forte que pour les 
M. sinicus, mais encore belle. 

Les singes inoculés avec le produit du broyage de la rate et 
du foie de singes infectés ont regu, dans le foie, 4 cent. cubes 


(1) F.-P. Mack, Indian Jl. of med. Research, avril 1914, p. 653. 
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de la pulpe des viscéres délayée dans un peu d’eau physio- 
logique. 

Les singes inoculés avec les cultures ont recu 4 a 8 cent. 
cubes de cultures, en deux ou trois injections, dans le foie. 

Jai injecté presque toujours des cultures jeunes, de quinze 
jours environ; j’ai essayé une fois comparativement, chez 
2 M. cynomolgus, les cultures jeunes et les cultures vieilles. Un 
‘des singes, qui fait l'objet de Vobservation 8, résumée plus 
loin, a recu trois injections dans le foie de cultures de 15 jours, 
il a présenté une infection légere; l'autre singe a recu, dans 
les mémes conditions que le premier, et aux mémes doses, trois 
injections de cultures de 30 jours, il ne s'est pas infecté. 

L’infection donne lieu en général, chez les singes, a des 
symptomes plus apparents que chez les chiens. L’amaigrisse- 
ment est le signe le plus constant avec hypertrophie de la rate 
qui peut étre constatée facilement, sur le singe vivant, quand 
elle est bien marquée. A la derniére période, les singes s’ané- 
mient, ils n’ont plus Ja vivacité habituelle de leurs mouve- 
ments et restent blottis dans un coin de leur cage; ils perdent 
lappétit et sont souvent pris de diarrhée. 

Sur les 12 singes qui se sont infectés, 3 seulement sont 
morts de leishmaniose, 91 jours, 152 jours et 169 jours aprés 
Yinoculation ; les autres singes sont morts de complications ou 
bien ils ont été sacrifiés & différentes périodes de l’infection. 

La lésion la plus commune, constatée & l’autopsie chez les 
singes infectés, est Vhypertrophie de la rate. Chez 9 singes, d’un 
poids moyen de 1 kilogr. 250, infectés par la L. Donovani, le 
poids moyen de la rate a été de 7 gr. 23, notablement supé- 
rieur au poids normal qui, chez les singes de 1 kilogramme a’ 
1 kilogr. 250 ne dépasse pas 2 83 grammes. Chez un singe 
de 4 kilogr. 500, la rate, fortement hypertrophiée, pesait 
14 grammes (Obs. 3); chez un singe de 1 kilogr. 350, le poids 
de la rate était de 11 grammes (Obs. 4) et chez un singe de 
950 grammes, de 10 gr. 50 (Obs. 10); dans d’autres cas, le poids 
de la rate s’éloignait peu du poids normal. 

Sur 14 singes chez lesquels j’ai recherché, les Leishmania 
dans la rate, le foie et la moelle osseuse, j’ai noté : parasites 
trés nombreux ou nombreux dans la rate, le foie et la moelle 
osseuse, 4 fois; parasites assez nombreux dans la rate et la 
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moelle osseuse, rares dans le foie 1 fois; parasites assez nom- 
breux dans la rate, rares dans le foie et la moelle osseuse, 
1 fois; parasites rares dans la rate et la moelle osseuse, examen 
du foie négatif, 2 fois; parasites rares dans la rate, examens du 
foie et de la moelle osseuse négatifs 2 fois; enfin, dans un cas, 
les examens de la rate, du foie et de la moelle osseuse ont été 
négatifs, mais lensemencement de la moelle osseuse dans Je 
milieu de Novy simplifié a donné des cultures de flagellés 
caractéristiques (Obs. 9). 

Il ressort de cette étude que c’est dans la rate et ensuite 
dans la moelle osseuse que les Leishmania ont été trouvées le 
plus souvent et en plus grand nombre; le foie ne vient qu’en 
troisiéme ligne. 

Ce qui a été dit précédemment au sujet du diagnostic des 
infections produites par la L. infantum chez le singe s’applique 
exactement au diagnostic des infections dues & la L. Donovani. 
Lorsqu’un singe quia été inoculé avec le virus du kala-azar 
indien maigrit, el que sa rate présente une hypertrophie mani- 
feste, on peut en conclure avec toutes probabilités qu’il s'est 
infecté. Mais ces signes ne sont pas constants et, alors méme 
qu ils existent, il faut, pour confirmer le diagnostic, procéder a 
la recherche des Letshmania. La ponction du foie ne donne de 
bons résultats que lorsqu’il s’agit d’infections trés fortes, avec 
de nombreux parasites dans le foie. L’examen direct du sang 
permet quelquefois de constater existence des Lezshmania. 
L’ensemencement du sang constitue un bon procédé de dia- 
enostic. J'ai procédé 2 fois & cet ensemencement avec le sang 
du cosur, chez des singes qui venaient d’étre sacrifiés, et en ense- 
mencant chaque fois 2 tubes avec 10 gouttes de sang j’ai obtenu 
dans les deux cas de belles cultures de flagellés (Obs. 4 et 10); 
cependant, dans un de ces cas, il s’agissait d’une infection 
légére avec parasites rares, dans la rate seulement. Sur le 
cadavre, lorsque l’examen des frottis de la rate, du foie et de la 
moelle osseuse est négatif, ou ne révele que l’existence de 
Leishmania tres rares, parfois assez mal caractérisées, il est 
indiqué de faire des ensemencements de moelle osseuse sur le 
milieu de Novy simplifié, comme cela a été fait chez les singes 
qui font l'objet des observations 1, 8 et 9. 

Des singes sacrifiés en bon état, plusieurs mois aprés l’ino- 
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culation, ont élé nolés comme ayant des infections légéres qui 
paraissaient en yoie de guérison. Il ne parait donc pas douteux 
que les infections du singe parla L. Donovant peuvent, comme 
les infections dues & la L. infantum, se terminer par gué- 
rison. 

Je résume les observations de 7 M. sinicus et de 3 M. eyno- 
molgus inoculés avec succés, dans mon laboratoire, avec le 
virus du kala-azar indien. 


4° Un Macacus sinicus, du poids de 1 kilogr. 850, recoit le 10 juin 1913, dans 
le foie, 4 cent. cubes d’une culture trés riche de L. Donovani. — 30 juin, le 
singe a maigri, il ne pése plus que 1 kilogr. 650. — 21 juillet, le singe a repris 
son poids primitif de 4 kilogr. 850. — 29 juillet, la rate est un peu augmentée 
de volume. Le singe recoit encore, dans le foie, 2 cent. cubes dune culture 
riche de L. Donovani. — 18 aotit, le singe a beaucoup maigri, il ne pése plus 
que 1 kilogr. 480. — 30 aott, lamaigrissement continue, le singe est moins 
vif, il mange moins qu’éa lVordinaire, diarrhée. 

Le singe est trouvé mort le 9 septembre, ilne pése plus que 1 kilogr. 200. 
La rate pése 2 kilogr. 30. Foie pale. Petites ulcérations sur la muqueuse du 
colon. Poumons pales. Anémie et maigreur extrémes. 

Dans les frottis colorés de la moelle osseuse et de la rate, Leishmania trés 
rares. On ne trouve pas de Leishmania dans les frottis du foie. 

La moelle osseuse ensemencée, le 9 septembre, sur le milieu de Novy 
simplifié, donne, le 23 septembre, une belle culture de flagellés, bien carac- 
térisés, qui est repiquée avec succes en série. 


2° Un M. sinicus, du poids de 1 kilogr. 850, recoit le 10 juin 1913, dans le 
foie, 4 cent. cubes d'une culture trés riche de L. Donovani. — 30 juin, le singe 
a maigri, il pése 1 kilogr. 740. — 28 juillet, ’amaigrissement s’accentue, le 
singe ne pése plus que 1 kilogr. 550. — 18 aout, poids : 1 kilogr. 500; injec- 
tion, dans Je foie, de 2 cent. cubes d’une culture trés riche de L. Donovani. 
— 30 septembre, poids: 1 kilogr. 500; injection, dans le foie, de 2 cent. cubes 
dune culture trés riche de L. Donovani. — 5 novembre, le singe a encore 
un peu maigri, il ne pese plus que 1 kilogr. 400; il est moins vif qua’ 
Yordinaire; on le trouve presque toujours blotti dans un coin de sa cage; il 
mange peu. La rate est légerement augmentée de volume. 

Le singe est trouvé mort le 9 novembre. II pése 1 kilogr. 400. La rate pése 
7 grammes, elle est dure. Foie d’aspect normal. Reins pales. Rien & noter 
du coté du coeur ni des poumons. 

Dans les frottis de la rate, du foie et de la moelle osseuse, on trouve des 
Leishmania en grand nombre. Beaucoup de cellules du foie et de la moelle 
osseuse sont bourrées d’éléments parasitaires caractéristiques. Dans le foie, 


les Leishmania siégent principalement dans les cellules endothéliales des 
capillaires sanguins. 


3° Un M. sinicus, du poids de 1 kilogr. 300, est inoculé a trois reprises, dans 
le foie, avec des cultures trés riches de la L. Donovani de Bombay. Les inocu- 
lations sont faites les 26 juin, 12 juillet et 6 septembre 1913, chaque fois avec 
2 cent. cubes du liquide de culture. Le singe ne maigrit pas, il pése le 
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30 septembre 4 kilogr. 500; méme poids le 14 novembre. Au mois de novembre, 
on note une anémie tres marquée (décoloration des muqueuses). 

Le singe est trouvé mort le 12 décembre 1913; il pése 4 kilogr. 500. Le foie 
et la rate sont hypertrophiés; la rate pése 14 grammes, sa consistance est 
tres ferme. Reins, poumons trés pales (anémie). Moelle osseuse diffluente, 

Les Leishmania nombreuses dans les frottis de rate et de moelle osseuse 
sont assez nombreuses dans les frottis de foie. 


4° Un M. sinicus pesant 1 kilogr. 100 regoit A trois reprises les 5, 17 et 
29 janvier 1914, dans le foie, des injections de trés belles cultures de la 
L. Donovani; on injecte chaque fois 2 cent. cubes environ de culture jeune 
(15 jours environ). Le singe pése, le 6 février, 1 kilogr. 150; le 3 mars, 
1 kilogr. 235; le 3 avril, 1 kilogr. 250; le 25 mai, 1 kilogr. 260; le 10 juin, 
1 kilogr. 300. A partir du mois d’avril, on note une légére augmentation de 
volume de la rate. Le singe est sacrifié, en bon état, le 19 juin 1914. 

Le singe pese 1 kilogr. 350. La rate qui est augmentée de volume pése 
11 grammes; sa consistance est plus grande qu’aé l|’état normal. Rien d’autre 
a noter 4 ’examen macroscopique. 

L’examen histologique des frottis de rate révéle Vexistence de Leishmania 
rares. L’examen des frottis du foie et de la moelle osseuse est négatif. 

Deux tubes du milieu de culture de Novy simplifié sont ensemencés le 
19 juin, chacun avec 10 gouttes du sang du ceeur; le 7 aout, on constate 
Vexistence de flagellés caractéristiques dans les deux tubes; le sang du singe 
contenait donc des Leishmania bien que Vinfection fut légére (peu avancée 
ou plutot en voie de régression). 


5°-Un M. sinicus du poids de 41 kilogr. 150 est inoculé le 12 janvier 1914, 
dans le foie, avec une forte dose du produit du broyage de larate et du foie 
du M. cynomolgus qui fait lobjet de Vobservation 11. Le singe est trouvé 
mort le 3 février 1914; il a maigri, son poids n’est plus que de 920 grammes. 
La rate pese 2 gr. 80. Le foie, les reins, le tube digestif ne présentent rien 
d’anormal. Foyers de pneumonie a droite. Péricarde, cceur a ]’élat normal. 
Leishmania typiques, non rares, dans les frottis de rate et de moelle 
osseuse, rares dans les frottis de foie. 

Un tube du milieu de Novy simplifié, ensemencé le 3 février, avec la moelle 
osseuse, donne le 18 février une belle culture de flagellés. 


6° Un M. sinicus, pesant 1 kilogr. 560, recoil le 4 mars 1944, dans le foie. 
4 cent. cubes du produit du broyage de la rate et du foie d’un singe forle- 
ment infecté de kala-azar indien; le. produit du broyage est dilué dans un 
peu d’eau physiologique. — Le singe pése, le 24 mars, 4 kilogr. 650; le 3 avril, 
1 kilogr. 400; le 25 mai, 1 kilogr. 500. — Le 26 mai 1914, le macaque meurt a 
la suite d'un brusque refroidissement de la singerie. 

La rate, légérement hypertrophiée, pése 8 grammes; sa consistance est 
augmentée. Les autres viscéres ne présentent aucune altération macrosco- 
pique. On trouve des Leishmania, non rares, dans les frottis de la rate; tres 
rares dans les frottis du foie et de la moelle osseuse. Un tube du milieu de 
Novy simplifié, ensemencé avec la moelle osseuse, donne a la date du 
9 juin une trés belle culture de formes flagellées de la Leishmania, 


7° Un M. sinicus pesant 1 kilogr. 330 regoit le 4 mars 1914, dans le foie, 
4 cent. cubes de la bouillie fournie par le broyage de Ja rate et d’une portion 
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du foie d'un singe fortement infecté de kala-azar; le produit du broyage est 


mélangé & un peu d'eau physiologique. — Le singe pése, le 24 mars, 
1 kilogr. 300; le 25 mai, 1 kilogr. 250. Le 9 avril, on note une légére hyper- 
trophie de la rate. — 26 mai, a la suite d’un brusque refroidissement de la 


singerie, le macaque est trouvé mourant, il meurt le 27 mai. La rate pese 
8 grammes; sa consistance est augmentée. Les autres viscéres ne présentent 
pas d’altérations macroscopiques. Leishmania rares dans Jes frottis de la rate 
et de la moelle des os. L’examen des frottis du foie est négatif. 


8° Un M. cynomolgus pesant 1 kilogr. 725 recoit a trois reprises, les 
28 février, 14 et 20 mars 1914, dans le foie, des injections de trés belles cul- 
tures de la L. Donovani; on injecte chaque fois 2 cent. cubes environ de 
culture jeune. — Le singe pése, le 24 mars, 1 kilogr. 700; le 44 avril, 
1 kilogr. 760; le 25 mai, 1 kilogr. 770; le 20 juin, 41 kilogr. 800. Le singe est 
sacrifié en bon état le 4 juillet 1914. 

Le singe pése 1 kilogr. 980. Les visceres ne présentent rien d’anormal a 
examen macroscopique; la rate n’est pas hypertrophiée. 

Dans les frottis de rate, on trouve des Leishmania trés rares; l’examen 
histologique des frottis de foie et de moelle osseuse est négatif, mais deux 
tubes du milieu de Novy simplifié, ensemencés avec la moelle osseuse du 
singe, le 4 juillet, donnent de belles cultures de Leishmania a la date du 
23 juillet. 


9° Un M. cynomolgus, pesant 1 kilogr. 550, recoit a deux reprises, dans le 
foie, les 29 mai et 4 juin 1914, des injections de trés belles cultures de la 
L. Donovani; on injecte chaque fois 2 cent. cubes de culture de trois semaines. 
— 10 juin, le singe a maigri, il ne pése plus que 1 kilogr. 350. — 13 juillet, le 
singe, toujours maladif, pese 1 kilogr. 300. Mort le 27 juillet avec de la 
diarrhée. 

Le singe pése 1 kilogr. 260. La rate, petite, ne pése que 1 gr. 50. Matiéres 
liquides dans toute la hauteur du tube digestif. Le foie, les reins et les 
viscéres thoraciques ne présentent aucune allération apparente. L’examen 
histologique des frottis de rate, de foie et de moelle osseuse ne réyéle 
Yexislence d’aucune Leishmania, mais deux tubes du milieu de Novy simplifié 
ensemencés le 27 juillet avec la moelle osseuse donnent, 4 la date du 11 aott, 
de belles cultures de Leishmania. 


10° Un M. cynomolgus male, du poids de 1 kilogramme, recoit a trois 
reprises, les 18 octobre, 12 novembre et 9 décembre 1913, dans le foie, de 
1a 2c. ¢. 50 de cultures trés belles de 4. Donovani. — 10 décembre, le singe 
pese 1 kilogr. 120, il ne parait pas malade. — 13 janvier 1914, le poids est de 
1 kilogr. 280. — 2 février, le singe a maigri, il ne pése plus que 1 kilogr. 020. 
— 26 février, l'amaigrissement fait des progres; le singe ne pése plus que 
950 grammes. Anémie marquée, muqueuses décolorées. 

Le singe est sacrifié le 4 mars 1914 La rate, qui est hypertrophiée, pése 
10 gr. 50; sa consistance est augmentée. Foie gros. Reins normaux. Cceur 
normal. Poumons trés pales. Anémie trés marquée. Moelle osseuse rougeatre, 
semi-liquide. Dans les frottis colorés de la rate, du foie et de la moelle 
osseuse, on trouve de nombreuses Leishmania. 

Deux tubes du milieu de Novy simplifié, ensemencés avec le sang du cceur 
(10 gouttes de sang dans chaque tube), donnent, au bout de quinze jours, de 
belles cultures de flagellés caractéristiques. 
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Etant donné, d’une part, que Videntité de L. Donovani et de 
L. infantum nest pas encore complétement démontrée, et 
d’autre part, qu’une premiére atleinte de kala-azar méditerra- 
néen donne au singe, comme au chien, une immunilé solide 
contre cette maladie (4), il était indiqué de rechercher si un 
singe guéri d’une infection due au kala-azar médilerranéen 
pourrait étre infecté & Taide du kala-azar indien; j/ai pu 


réaliser cette expérience, comme le prouvent les observations qui 
suivent. 


11° Un M. eynomolgus, du poids de 1 kilogr. 200, est inoculé, le 8 novembre 
1913, avec le produit du broyage du foie et de la rate dun M. sinicus forte- 
ment infecté a la suite d’inoculations de cultures de la L. Donovani provenant 
de Bombay. Le singe maigrit & la suite de cette inoculation, il ne pése plus 
le 10 décembre que 1 kilogramme. 

Le singe est trouvé mort le 12 janvier 1914, il pése 1 kilogramme. La rate 
et le foie sont légérement augmentés de volume. Moelle osseuse rouge, 
fluide. Rien d’autre 4 noter. Dans les frottis de moelle osseuse, de rate et 
de foie, on trouve des Leishmania typiques, en grand nombre. 


12° Un M. cynomolgus, femelle, du poids de 2 kilogr. 500, est inoculé le 24 avri 
4909, avec le virus du kala-azar tunisien. Le 30 octobre 1909, l’animal est 
splénectomisé ; la rate pése 19 grammes, elle contient des Leishmania 
rares, décelées par la culture. Le 23 aout, la guenon qui est en trés bon état 
est réinoculée, sans résultat, avec une trés forte dose du virus tunisien. Le 
8 aotit 1911, la guenon met bas un petit qui s’éléve bien. Le § novembre 1913, 
la guenon est inoculée, dans le foie, avec le virus du kala-azar indien, dans 
les mémes conditions que le M. cynomolgus qui fait objet de lobseryation 
précédente. La guenon pése 2 kilogr. 300; elle ne présente rien d’anormal a 
la suite de l’inoculation. 

La guenon est sacrifiée en tres bon état le 7 février 1914; elle pése 
2 kilogr. 280. La rate a été enlevée complétement. I] n’y a pas d’hypertrophie 
compensatrice des ganglions lymphatiques. On ne trouve de Leishmania 
ni dans les frottis de la moelle osseuse, ni dans ceux du foie. La moelle 
osseuse est ensemencée largement dans deux tubes du milieu de Novy 
simplifié, les deux tubes restent stériles. 


Un M. cynomolgus ayant Vimmunité pour le kala-azar médi- 
terranéen s'est donc montré réfractaire au kala-azar indien, 
alors qu'un M. cynomolgus, inoculé dans les mémes condi- 
tions que le premier et servant de témoin, contractait une 
infection rapidement mortelle (2); cette expérience fournit, ce 


? 


1) CG: Nicoute et C. Comre, Arch. de UInstitut Pasteur de Tunis, 1910, 3° fasc., 
p. 103. 


(2) A. Laveran, Acad. des Sciences, 14 avril 1914, Comples rendus, t. CLVIII, 
p- 1060. 
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me semble, un puissant argument en faveur de lidentité des 


deux virus. 


Preropus Epwarpsi. — Cette chauve-souris, qui est commune 
dans l’Inde, est désignée par les auteurs anglais sous le nom 
de flying fox; d’aprés Mackie, elle est assez sensible au kala- 
azar; sur 4 Pleropus inoculés par Mackie avec le virus du kala- 
azar indien, par voie intrapéritonéale, 2 se sont infectés et l'un 


\ 


d’eux a eu une infection généralisée (Mackie, op. cit.). 


Sourrs. — Ona yu plus haut que Row a réussi a infecter 
2 souris blanches en leur inoculant, dans le péritoine, le virus 
fourni par le broyage dans Peau physiologique d'une partie 
Wun nodule cutané dun M. senicus; le nodule du singe était 
survenu & la suite de lVinoculation d'une culture du virus 
humain du kala-azar indien. L’une des souris mourut 46 jours 
apres inoculation, Vautre fut sacrifiée 49 jours aprés Pinocu- 
lation ; chez les deux souris des Leishmania existaient, en grand 
nombre, dans Ja rate, dans le foie et dans la moelle osseuse. 

Une troisieme souris, inoculée dans le péritoine avec une 
tres petite quantité du suc fourni par le nodule cutané du 
méme macaque, et sacrifiée au bout de 3 mois environ, était 
alteinte aussi d’une infection généralisée (1). 

Row, ayant obtenu facilement des infections généralisées 
chez la souris blanche avec le virus fourni par un macaque, 
se flattait, avec raison, d’obtenir plus facilement encore des 
infections des souris a l’aide du virus fourni par les souris 
infectées ; il nen a rien été et il est arrivé (comme moi 
pour la L. infantum) a cette conclusion que la L. Donovani 
perdait une partie de sa virulence en passant par la souris. On 
verra dans une autre partie de ce travail que la virulence de 
la L. tropica, agent du bouton d’Orient, semble au contraire 
augmenter chez la souris. 

Row a réussi également a infecter des souris blanches avec 
des cultures dela L. Donovani; les résultats de ses expériences 
se résument ainsi : les inoculations sous-cutanées de cultures 
ne produisent pas de lésions locales; aprés une longue période 


(1) R. Row, Jl. of trop. med. a. hyg., novembre 1912 et ter janvier 1913. 
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(incubation, on observe souvent des lésions généralisées; une 
souris sacrifiée 14 mois apres linoculation avait une forte 
infection (rate, foie, moelle osseuse); les inoculations intrapéri- 
tonéales produisent plus rapidement infection généralisée. La 
période d’incubation (ou plutst de latence) est de 5 mois 1/2 
environ (1). 

D’aprés Row, la souris grise (sauvage) serait réfractaire au 
kala-azar indien. 

Sur 14 souris blanches inoculées par Mackie (op. cit.) dans 
le péritoine, 3 se sont infectées. 

Sur 15 souris blanches inoculées par moi, 5 se sont infeclées: 
elles avaient recu toutes les 5, dans le péritoine, du virus prove- 
nant du broyage de la rate et du foie de singes infectés avec 
la L. Donovani; Vinfection a été dintensité moyenne dans 
1 cas (Obs. 1), légére dans les autres eas. 

3 souris inoculées dans le péritoine avec des cultures de la 
L. [Donovani, de 15 jours environ, ne se sont pas infectées: 
2 souris inoculées dans le péritoine avec des cultures vieilles 
de 4 mois ne renfermant plus que des formes arrondies, avec 
des flagellés trés rares, ne se sont pas infectées non plus, 
comme on pouvail s’y attendre; je ne les fais pas entrer en 
ligne de compte. 

Chez des souris sacrifiées 8 8 12 mois aprés Vinoculation, et 
chez lesquelles examen histologique des viscéres et de la 
moelle osseuse ne révélait pas l’existence de Lezshmania, la rate 
a 6té trouvée notablement hypertrophiée, ce qui parait indiquer 
qu'il y avail eu infection et que les souris avaient été sacrifiées 
tardivement. 

Je résume les observations des 5 souris blanches qui, 
moculées avec le produit du broyage de la rate et du foie 
d'un singe atteint de kala-azar indien, se sont infectées. 


10 Une souris adulte est inoculée a 2 reprises, dans le péritoine, aux 
mois de juin et juillet 1913 avee de tres belles cultures de la L, Donovani. 
Le 8 novembre 1913, la souris qui est en trés bon état est inoculée, dans le 
péritoine, avec le produit du broyage du foie et de la rate dun singe 
infecté de ‘kala-azar indien. — 29 décembre 1913, la souris est malade, il y 
a de la parésie du train postérieur. 

La souris est sacrifiée le 29 décembre ; elle pése 23 grammes; la rate, 


(1) R. Row, Indian Jl. of med. Research, ayril 1914. 
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fortement hypertrophiée, pese 25 centigrammes. On trouve des Leishmania 
non rares dans les frottis de la rate, rares dans les frottis du foie et de la 
moelle osseuse. 


2° Une jeune souris est inoculée le 8 novembre 1913, dans le péritoine avec 
le produit du broyage de la rate et du foie d'un singe infecté de kala-azar 
indien. — 30 décembre, la souris pése 18 grammes; la rate parait grosse. 

La souris est sacrifiée le 10 janvier 1914; elle pese 17 grammes; la rate 
notablement hypertrophiée pése 22 centigrammes. On trouve des Leish- 
mania, tres rares, dans les frottis de la rate; l’examen des frottis du foie et 
de la moelle osseuse est négatif. 


3° Une souris adulte est inoculée le 9 novembre 1913, dans le péritoine, 
avec le produit du broyage de la rate et du foie d’un singe infecté de kala- 
azar indien. — 30 décembre, la souris pése 25 grammes; la rate parait 
augmentée de volume. — 27 mars 1914, la souris a maigri, elle ne pése plus 
que 19 grammes. 

La souris est sacrifiée le 29 mars 1914; elle pese 19 grammes; la rate, nola- 
blement hypertrophiée, pése 21 centigrammes. Les ganglions inguinaux ont 
augmenté de volume. On trouve des Leishmania tres rares dans les frottis 
de la rate; l’examen des frottis du foie et de la moelle osseuse est négatif. 


40 Une souris adulte est inoculée le 12 janvier 1914, dans le péritoine, avec 
le produit du broyage de la rate et du foie d'un singe infecté de kala-azar 
indien. La souris qui est en bon état est sacrifiée le 31 aout 1914; elle pese 
20 grammes; la rate est grosse, elle pése 22 centigrammes. On trouve des 
Leishmania trés rares dans les frottis de la rate et de la moelle osseuse. 
L’examen d'un frottis du foie est négatif. 


5°’ Une souris adulte est inoculée le 5 mars 1914, dans le foie, avec le 
produit du broyage de la rate et du foie d'un singe infecté de kala-azar 
indien. Le 27 mars, la souris pése 27 grammes; le 10 avril, elle ne pése plus 
que 20 grammes, elle est visiblement malade, le poil est piqué, la souris se 
met en boule; elle meurt le 20 avril. 

On constate 4 lautopsie une anémie profonde. Foie et poumons trés pales. 
La rate pése 20 centigrammes. Leishmania tres rares dans les frottis de 
rate. Examen négatif des frottis'de foie el de moelle osseuse. 


Rars. — Patton a réussi & infecter un rat blane (sur 17 ino- 
culés) en lui injectant, dans le péritoine, 3 cent. cubes d’une 
émulsion faite avec la rate d’un sujet mort? de kala-azar indien ; 
Yinfection du rat était généralisée (Leishmania dans la rate 
et dans le foie) (1). 

De 7 rats blanes inoculés dans le péritoine par Mackie (op. 
cit.) aucun ne s'est infecté. 

Le rat parait done étre trés peu sensible au virus du kala- 
azar indien. 


(4) Was: PATTON, Scientif. Mem. by Offic. of the med. a. sanit. Dep. of the 
Gov. of India, 1912, N. 5, n° 53, p. 33, note; Indian JI. of med, Research, 
HUE EM OAS Ss taelgen ode 
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Copaye. Lap. Cuar, etc. — D'aprés Row, le cobaye et le 
lapin sont réfractaires & la L. Donovani. 

Mackie a inoculé sans succés un chat, dans le péritoine, avec 
le virus du kala-azar indien. 

J'ai injecté, a différentes reprises, des cultures de la L. Dono- 
vani dans le péritoine de 3 Meriones Shawi et de 3 Ger- 
billus hirtipes provenant de Tunisie; aucun de ces animaux 
ne sest infecté. 


En résumé, on produit avec la L. Donovani, comme avec la 
L. infantum, des infections généralisées chez le chien, chez 
certains singes et chez Ja souris blanche, plus difficilement 
chez le rat. Les mémes procédés d’inoculation sont applicables 
aux deux virus et les infections provoquées présentent de trés 
grandes ressemblances au point de vue des symptémes, de 
Vévolution et des lésions. On ne peut donc plus, pour con- 
tester Videntité des 2 virus, objecter que les animaux sensibles 
ala L. infantum sont réfractaires & la L. Donovant. I y a lieu 
toutefois de noter les différences suivantes : le chien se montre 
moins sensible au kala-azar indien qu’au kala-azar méditer- 
ranéen et la leishmaniose canine naturelle, observée dans tous 
les pays ott le kala-azar méditerranéen est endémique, n’a pas 
encore été signalée dans les régions de l’Inde les plus 
éprouvées par la leishmaniose humaine; d’autre part, Row et 
Korke ont provoqué, chez des macaques, des lésions locales en 
inoculant, dans le derme ou sous la peau, du virus du kala-azar 
indien, tandis que les essais d’inoculation de la L. infantum 
faits dans ces conditions ont échoué jusqu'ici. 

Un M. cynomolgus qui avait acquis Vimmunité pour le kala- 
azar méditerranéen a été inoculé sans succes avec le virus du 
kala-azar indien, alors qu'un macaque témoin contractait une 
infection rapidement mortelle. 

Je n’entends pas tirer de ce dernier fait, qui est unique, une 
conclusion ferme, mais il me semble incontestable qu’il fournit 
un argument de grande valeur en fayeur de lVidentité de la 


L. infantum et de la L. Donovan. 
(A saivre.) 


ADAPTATION DES MICROBES (FERMENT LACTIQUE) 
AU MILIEU 


par CHARLES RICHET. 


Ce mémoire a pour but d’établir un fait qui avait été soup- 
conné et méme établi depuis longtemps, mais qui n’avait pas 
recu, semble-t-il, de solution précise, peut-ctre parce qu’au lieu 
de s’adresser & des organismes simples, dont la vie est rapide, on 
avait pris des organismes supérieurs, compliqués, a lente évolu- 
tion. Dans un étre complexe, comme une plante phanérogame, 
ou un insecte, ou un mammifere, on ne peut suivre bien long- 
temps le développement de plusieurs générations successives, 
tandis qu’avec des organismes monocellulaires, qui donnent, 
en 24 heures, 40 ou 50 générations, quelques jours équivalent 
a quelques siécles, au point de vue de la transformation par 
Phérédité. 

On avait cependant déja pu démontrer l’adaptation des mi- 
crobes, en prouvant que, par des cultures successives sur un 
certain milieu, les microbes s’habituent a ce milieu, mais jamais 
encore on n/avait pu donner de chiffres précis pour établir les 
conditions et les degrés de cette accoutumance. 

Kt en effet la propriété pathogéne d’un microbe, ou méme 
Pintensité de sa coloration, sont des données difficiles (impos- 
sibles) 4 représenter par des chiffres, tandis qu’avec la fermen- 
tation lactique on arrive a des chiffres exacts: un degré d’acidité 
qui comporte une précision remarquable trés facile & obtenir. 
On s’appuie dailleurs sur d’extr¢mement nombreuses moyen- 
nes, et non sur quelques observations presque isolées. 

Le point essentiel que je veux essayer de démontrer est le 
suivant : 

Un organisme, sil a vécu dans un milieu A, pousse plus faci- 
lement sur ce milieu A que le méme organisme, de méme origine, 
quia vécu sur un milieu different de A. Done il s’est accoutumé 
au milieu A, et ila transmis son accoutumance a toute sa des- 
cendance. 
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Pour résoudre cette question, je me suis adressé au ferment 
laclique, que depuis longtemps je considére comme le test de 
choix pour les expériences de ce genre. 


I. — TECHNIQUE 


La technique employée pour faire cette mesure de l’acidité 
est des plus simples : du lait de vache, additionné de son vo- 
lume d’eau distillée et de quelques gouttes de phtaléine, est 
neutralisé par addition de quelques gouttes de potasse caus- 
tique, juste assez pour qu’une coloration & peine rosée appa- 
raisse, si faible encore qu’on n’est pas str que la liqueur soit 
colorée. Il ne convient pas d’ajouter plus de potasse, non parce 
que cela modifie quelque chose a la fermentation du lait, mais 
parce qualors la stérilisation & 110° caramélise quelque peu 
le lait, et rend moins facile la perception des colorations acidi- 
métriques. 

Le liquide lacté est alors réparti dans des tubes en U, ala 
dose exactement mesurée de 10 cent. cubes. Des appareils de 
mesure précise permettent de faire exactement et rapidement 
cette répartition. Tous les tubes sont recouverts d’un tampon 
d’ouate et mis & l’autoclave pour stérilisation, a la température 
de 110° pendant trois minutes. 

Au cas ot l’on veut que ce lait soil additionné dune substance 
toxique quelconque, a la dose, par exemple, de A, par litre, 
au lieu d'eau distillée, on emploie la solution de ce sel & 24 par 
litre, ce qui fait que le lait contient A de la substance toxique. 
Pour avoinsy on mélange volumes égaux de la solution de lait 

contenant A avec le lait dilué normal; en mélangeant la solu- 
A A mye: 
tion lactée des avec du lait normal, on ato et ainsi de suile. 
Ce qui permet d’avoir des liqueurs parfaitement comparables 
ne différant entre elles que par les quantités A, = a de la subs- 
tance toxique que l’on veut étudier. 
Ces tubes étant ainsi préparés, on ensemence par les procédés 


habituels les tubes contenant le lait normal N avec le ferment 
lactique, et, le méme jour, on ensemence aussi un des tubes 
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contenant A. Donc on a un ferment ayant poussé sur du lait 
normal (N) et un ferment ayant poussé sur du lait toxique (A). 

On recommence le lendemain la méme opération. Seulement, 
pour semence, on prend, d’une part, le ferment qui a poussé 
sur N et, d’autre part, le ferment quia poussé sur A. Les jours 
suivants on fait de méme, de sorte qu’au bout de quelques 
jours on a deux variétés de ferment, l'une qui, par ensemence- 
ments successifs a poussé de N, en N, en N, l autre qui, par en- 
semencements successifs, a poussé de A, en A, en A. Il s agit 
de comparer l’activité de ces deux variétés. 

La principale précaution a prendre est de rendre la fermen- 
tation bien homogéne, pour éliminer toute influence pertur- 
batrice : la température par exemple, ou la différence de 
forme des tubes. A cet effet, les tubes en U qui servent a 
la fermentation ne sont pas placés seulement dans l’étuve a 
Yair libre, mais encore dans un récipient plein d'eau, placé 
lui-méme dans l’étuve. Dans ces conditions, la température 
des divers tubes est absolument identique. 

Pour le dosage de lacidité, il se fait par une solution de 


« 


potasse 87000" Mais comme, avec la phtaléine, l’indice colori- 


métrique varie notablement avec la quantité de phtaléine 
employée, on ajoute a la solution potassique une assez forte 
quantité de phtaléine, et on s'arréte dans le titrage quand une 
coloration nettement rosée apparait. 

Le plus souvent, on faisait deux Uitrations : la premiére aprés 
16 heures, la seconde aprés 22 heures de fermentation, ce qui 
nécessite, bien entendu, deux tubes différents. C’est la somme de 
ces deux quantilés, celle de 16 et celle de 22 heures, qui était 
comparée & la somme des deux quantilés, de 16 et de 22 heures 
aussi, pour le ferment normal et le ferment ayant poussé sur A. 

Quant & Pensemencement, il se faisait d’aprés les procédés 
classiques, au moyen d’un fil de platine, stérilisé, puis plongé 
dans la solution of était la semence. Dans certains cas, quand 
il était nécessaire d’introduire exactement la méme quantité 
de ferment (ce qui est parfois difficile avec le fil de platine), je 
procédais aulrement. J’introduisais quelques gouttes d’un petit- 
lait ayant fermenté (par un ferment lactique pur) dans un 
litre d’eau distillée stérilisée. Cette eau, convenablement agitée, 
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élait versée, & la dose de 1 cent. cube, ou de 1/2 cent. cube, 
dans les flacons ot devail s’opérer la fermentation. 

Telles sont les conditions techniques pour le dosage de l’aci- 
dité et la préparation du lait & fermenter. Quelques précautions 
spéciales sont & prendre pour le dosage, quand la liqueur est 
elle-méme acide, comme cela est le cas pour le sulfate de 
cadmium, par exemple, ou le phosphate acide de potassium, ou 
larséniate de potassium. Pour ces deux sels, on remarque que 
la liqueur est trés alealine au tournesol, alors qu’a Ja phtaléine 
elle réagit comme un acide. Dans ces cas, je neutralisais la 
liqueur mére, additionnée de phtaléine, par de la potasse jusqu’a 
ce quappartt une teinte & peine rosée. I] s’ensuit que toute 
modification de l’'acidité de cette liqueur mére neutralisée, 
mélangée au lait neutralisé, est bien due a la formation de telle 
ou telle quantilé de sel lactique. 

Mais je ne procédais pas ainsi dans tous les cas. Et si, pour 
une raison ou pour une autre, le lait, additionné de la substance 
saline, réagissait encore a Ja phtaléine comme un acide, on 
dosait cette acidité avant la fermentation. Et cette quantité 
dacide préformé était, dans les calculs, retranchée de la quan- 
tité d’acide trouvée apres fermentation, la différence donnant 
évidemment la réelle quantité d’acide lactique produit par le 
ferment. 

Cela posé, il s'agit maintenant de savoir comment les calculs 
peuvent étre faits. 

Evidemment, ce qui importe dans ce cas, c’est moins la quan- 
tité absolue d’acide lactique formée que la comparaison entre 
Vactivité des deux ferments : le ferment N et le ferment A, 
lorsque tous les deux poussent dans des milieux identiques. 

A 

Soit alors, je suppose, une série de tubes contenant 0.00; 5> A, 


et 2A de substance toxique. J’ensemence ces divers tubesavec N. 
Soit une autre série tout a fait comparable de tubes conte- 
A ; 

nant 0.00, —, A et 2A de la méme substance; je les ensemence 
pareillement tous avecle ferment A. Ce qu’il faut comparer, dans 
ce cas, c’est le ferment N ayant poussé sur 0.00 et le ferment A 
ayant poussé sur 0.00; le ferment N ayant poussé sur A et le 
ferment A ayant poussé sur A, etc. 
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Supposons alors, pour prendre un exemple réel, que dans un 
cas [ensemencement avec le ferment lactique ayant poussé sur 
du lait normal (N) et ce méme ferment ayant poussé sur du lait 
additionné de 0.9 par litre de bromure de potassium (A)] nous 
ayons, apres 24 heures de fermentation, les chiffres suivants : 


Ensemencement par N. 


f guantités DE KOH 
EN KBr pour neutralisation. 


INP es Bee 0.06 8 » 


A 

ae a 0.45 p. 1000 4.8 
vs tee 2 0.90 ps 1000 3A 

Cit Se oe 1.8 p. 1000 3.5 


Ces chiffres, pris en soi, n’ont aucun autre intérét que de 
prouver que le ferment pousse d’autant moins bien que la 
quantité de bromure de potassium dans ie lait est plus grande. 
Mais ils prennent tout leur intérét, ces chiffres, lorsque je les 
compare & ce que donne Je méme ferment quia poussé depuis 
quelques jours sur A, 

Alors nous avons pour le ferment A les chiffres suivants : 


QUANTITE DE KOH 


EN KBr aes 
pour neutralisation. 
INGE. eee EU) 6.6 
A 
ae 0.45 p. 1000 7.5 
A-ok et i.e et e900 ps 4000 ee 
QA. 1.8 p. 1000 Sto 


Alors, pour les comparer, je supposerai que dans tous les cas 
la quanlité d’acide lactique formée par ]’ensemencement du 
ferment N a été égale 4 100. La quantité formée par l’ensemen- 
cement du ferment A sera dans ce cas: 


EN KBr RAPPORT D ACTIVITE 
Spee oie 0.0 83 
A ; 
a 0.45 p. 1000 156 
AT 0.90 p. 1000 154 
Py WA rae” 4.8 p. 1000 406 


Cela veut dire que, si le ferment N a donné dans N une quan- 
tité égale & 100, le ferment A, ensemencé dans N, n’aura donné 
que 88 et, par conséquent, aura moins bien oussé. D’autre 
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; A 
part, si le ferment N, ensemencé dans 5: a donné 100, le 


’ A eR 
ferment A, ensemencé dans 3’ aura donné 156 ; par conséquent 


il aura mieux poussé que le ferment N dans le liquide. 

J’appelle, pour simplifier, apport d’activité, ce chiffre qui 
compare la croissance du ferment A a la croissance du ferment N 
dans le méme milieu. 

C’est ce chiffre que vont déterminer les nombreuses expé- 
riences qui suivent. On voit tout de suite que, plus le rapport 
est élevé, plus le ferment A, c’est--dire ayant poussé sur un 
lait toxique, lemporte en activité sur le ferment N, c’est-a-dire 
un ferment ayant poussé sur un lait normal. 


Il. — RESULTATS DES EXPERIENCES 


Jusqu’a présent, on n’avait pu encore donner ce chiffre 
indiquant numériquement les degrés de l’accoutumance du 
ferment aux milieux toxiques dans lesquels on le contraint a 
vivre. De Ja, semble-t-il, le grand intérét de donner & cette loi 
générale, quelques constantes numériques. 


1° Séléniate de potassium (1). 


On commence par établir la dose toxique de séléniate de potas- 
sium et son influence sur le développement du ferment lactique. 


SELENIATE DE K 
en gr. par litre. 


Bxer el — 
0.0 100 
PA) 104 
5.0 402 
rts: Th 

Exp. Il. 
0.0 100 
2D) 65 
5.0 66 
Hato 62 

Moyenne... . 0.0 400. 

Pato) 83 
5.0 84 
Leo 68 


(1) Les quantités indiquées se rapportent toujours a des grammes par 
litre de liquide. 
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Le 3° jour on prend comme semence le ferment qui a poussé 
sur 5 (1): et par comparaison avec le ferment normal on a les 
trois séries suivantes : 


0.00 2.5 5 7.5 

SERIE 1. _ = = = 
TROISUEMMEs | OUT <5 > cel ements 72 78 146 77 
OUAUICMIC} OUT yale ean 89 AAT 424 142 
Cinqureme |Our uence 128 78 126 156 
Moy enne ee 96 98 132 425 


Le 6° jour on ensemence avec le ferment qui a poussé sur 
7.0 et on a: 


0.00 5 7.5 40 

SERIE 2. — _ = = 
SAGEM EY OUI A og Boa Ss 94 106 126 56 
SepimemMe JOURIA ke 2 : TI 416 417 214 
REVENGE. OUI Goo = 5 5 « 96 4441 154 188 
Moyenner see 89 AML 138 153 


Alors on ensemence avec le ferment qui a poussé sur 10 et 
ona: 


0.00 7.5 40 20 

SERIE 3. _ — = = 
Neuvieme joules. ee 73 82 158 168 
Dixsiemiep) Our ras ecieeee 82 100 180 VA5 
OUZICME) | Olle ee 90 102 128 240 
Douaemes Ouse ene 110 150 424 235 
Moyvenne yy ar 89 108 148 189 


On ensemence avec le ferment qui a poussé sur 20 et on a: 


; 0.00 10 20 43 

SERIE 4, = = = == 
INRAVACSINE WOT om oo lela 422 M52. 148 
Quatorzieme jour. ... . 89 118 450 250 
ONT VAKSTKS (OWE A Gms So « 96 A035 2 413i 194 
SOWA OW, By Gc 4 < 94 144 166 246 
Dix-septieme jOunse een 69 104 140 242 
Mo vieninGa: amar 94 1418 149 222 


On ensemence avec le ferment qui a poussé sur 43 el on a: 


ees 0.00 20 43 65 

SERIE 5. _— _— — — 
Dix-huitiéme jour... .. . 75 92 105 93 
Dix-neuviéme jour... . Ti 434 423 134 
Vane ble mie: OU bia aan 82 122 445 176 
Moyenteiamae 78 AAS) 124 133 


(1) Pour simplifier, nous dirons dans le cours de ce travail : ferment a 2 
ou a 4, ou a 5, selon quil a poussé sur des liqueurs contenant 2, 4, ou 
5 grammes par litre de la substance toxique spécialement étudiée. 
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me 


De cette expérience on peut déduire diverses conclusions : 

1° D’abord, quelle que soit la concentration, en séléniate de 
potassium, de la liqueur ot a végété le ferment, quand il a 
végété sur du lait normal, ila & peu pres toujours la méme 
activité par rapport au ferment normal. Elle a été en effet : 


5 96 

7.5 89 

Ferment ayant végété sur. ..... 10 89 
20 94 

43 78 

Moyennesoemeralese. 2 ci seuie a6 85 


Toutefois, il semble que le ferment sélénié soit & la longue 
devenu un peu moins apte & végéter sur le lait normal; car, si 
l’on prend la moyenne des groupes de six en six jours, ona: 


Grouper mene ine ene 93 
(GLOUP C28 uence) Aes 93 
(ERMINE Bs S a5 od a6 81 


Mais ce n’est qu'une nuance. 

2° Dans toutes les séries il est évident que, plus la quantité de 
séléniate de potassium est forte, plus, dans ces laits séléniés, 
le ferment sélénié l'emporte en activité sur le ferment normal. 


A 


0.00 5 A iN 
PIASTNUIN) EI (Bo o 6 5 0 0 2 6 96 98 132 125 
Meuxiemersenrie(isolee- ee eer. 89 4M 138 153 
Mroisieme series (0) a a - 89 108 148 189 
Ouatriemewséeried(20)2 0.0... = 2. 91 118 149 222 
Cinguilemelsenien (43) eae es 78 ATS 124 133 


L’inspection de ces rapports, qui vont en croissant & mesure 
que la liqueur est plus concentrée en séléniate, montre en toute 
évidence cette accoutumance du ferment sélénié a des solu- 
tions de plus en plus concentrées. 

La généralilé de ces lois va nous étre prouvée par l'étude 
documentaire d’autres substances anormales, introduites dans 
le lait. 


2° Phosphate de potassium. 


Avec le phosphate de potassium il faut, pour faire des dosages 
par la phénolphtaléine, employer un phosphate de potassium 
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neutre (tribasique) qui, au tournesol, donne une coloration 
bleue intense. On Vobtient en saturant le phosphate acide par 
la polasse, en une liqueur contenant quelques gouttes de phé- 
nolphtaléine, et on s’arréte dés qu’une coloration rosée 
apparait. 

Les premiers dosages ont donné les chiffres suivants : 


QUANTITE . , MOYENNE 
de PO*K® par litre. de 111 dosages. 
USUI 5 Be boeeg A « 6.0 
Lia i kAy eee eC 6.4 
Se 1S ond iarye or (als 6.9 
N3i.0" 1.3 
pHs Ae ec Bn & Dra 


Alors le 4° jour on ensemence avec le ferment contenant 18 
de phosphate de potassium, et on continue pendant longtemps. 
Voici la série successive des rapports d’activité : 


0.00 4.5 9 18 37 75 
1 Neer Fie 1 160 35 102 3 65 0.0 
ie) soars Grane 100 4) 62 88 100 0.0 
Berto fs ai 66 58 71 93 443 710 
Bie T sep 102 100 100 429 276 443 
Oisten ies 107 96 101 137 265 329 
OES deta alails 100 114 MAT 130 271 344 
ET eeb Sec 106 97 57 67 125 433 
SE ae. ch 97 100 103 106 142 325 
Oe es ae 93 72 Ane: 100 148 0.0 
AQIS ns 32 ak 102 107 107 413 137 200 
AST 2. vs 93 159 _ 152 395 180 0.0 
Ve ote oe 108 425 492 205 237 
MSN seouck ce 104 135 180 210 255 190 
Wee a: cence 99 104 416 174 175 162 
Basa at “Debi 104 106 124 160 167 116 
AG, 2 eee 93 102 136 455 290 y 
AW Rh clocuess | & 84 110 136 165 450 182 
AS), seer 100 105 422 457 215 4150 
LS epee 95 447 132 159 425 205 
20ers te 7 100 140 445 158 167 150 
Deere fore 88 84 106 137 395 280 
rls Seren 95 92 102 113 214 395 
Poise tnie ss 96 100 422 426 188 175 
De etme. 5 70 85 73 164 134 180 
Woe geo 715 84 150 144 370 162 
ri Ae aoe ae 59 87 220 650 190 ? 


EEE fa 62 103 145 178 205 208 
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De cette premiére longue série peuvent déja se constater 
divers faits importants. 

D'abord, pour les liqueurs contenant 18 grammes, c’est-a-dire 
identiques & la concentration de la liqueur dans laquelle le 
ferment a poussé, il s’est fait dans les premiers cing jours une 
vraie accoutumance, et le rapport d’activité a été en croissant 
trés réguliérement. 


3 88 93 129 137 


Ensuite il y a eu quelques irrégularités, facilement expli- 
cables par ce fait que ces rapports multiplient énormément les 
divisions trouvées par le titrage acide. 

Mais on retrouve cette progression de l’accoutumance en 
prenant, pour ces vingt-sept jours, la moyenne de néuf jours. 


Pema ear Oe; CWS O TOUS 5 Ge a a 4 4 9 5 6 83 
DOMbeine AOS, CS Bows 2. 2s es Go BH 
Troriéme groupe, de 9 jours ......... 224 


Ainsi VPaccoutumance s’est établie de plus en plus avec le 
temps, et méme au bout de dix-huit jours, elle n’était pas 
encore maximale. 

Nous allons retrouver la méme loi, mais en sens inverse, 
pour les liqueurs témoins; c’est-a-dire que le ferment phos- 
phaté, habitué de plus en plus au phosphate, pousse, relative- 
ment au ferment normal, de moins en moins bien sur du lait 
normal. 


Pxeinieie itu Ne, Oke) Owes: = 5 ao 5 6 o Biss 97 
Weuxicmer SroOupe, ders fOULS= omits lene sand 96 
TU ROWS CSTE ROTOYOXS, CKO) OWES: Go 5 Gob 6m 6 o 82 


Pour les autres concentrations on a, en prenant des groupe- 
ments de 9 en 9, les moyennes suivantes : 


0.00 4.5 9 18 37 
Premier groupe. . 97 80 92 83 201 
Deuxieme groupe . 96 445 133 mon 197 
Troisiéme groupe . 82 99 129 224 224 


Ainsi est rendue manifeste augmentation avec le temps de 
Vaccoutumance, mais surtout pour les laits phosphatés a 
18 grammes, c’est-a-dire pour la concentration & laquelle ont 
6lé habitués les ferments servant de semence. 


\ 
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Nous n’avons pas pris les laits ensemencés sur du phosphate 
de potasse trés concentré (75 p. 1.000), car alors ils ne poussent 
pas toujours. Quelquefois le ferment normal n’y pousse pas; 
quelquefois ni le ferment normal, ni le ferment phosphaté n'y 
peuvent pousser. 

En ne tenant pas compte des cas ou le ferment n’a pas 
poussé, on trouve les chiffres suivants : 


Premierkoroup Caer acon nee Te 440 
UX ERO ANEAROWITSS Gla Gh oo oon ooo eo 7a 
Troisiemesoroupeye seme a eee ae 219 


Si l’on élimine le chiffre é6videmment trop fort du 1° groupe, 
on voil bien qu’a partir d’une certaine concentration l’accou- 
tumance n’augmente plus, et méme qu elle diminue, comme si 
le ferment phosphalé, déja quelque peu modifié, n’avait pas 
assez de vitalité pour prospérer sur des liqueurs trés fortement 
phosphatées. 

Il est bon de comparer ces progressions a celles que donne 
le séléniale de potassium. Soit A la concentration de la liqueur 
d’ensemencement : appelons = le lait & 9 de phosphate; A, le 


laita 18; 2 A, le lait avec 37, ona: 


0.00 a i om 

2 
Séléniate de’ potassium. 85 145 138 164 
Phosphate de potassium.» 89 118 199 206 


Kofin, dans un grand nombre d’expériences on trouve, 


comme dans la moyenne générale, des progressions vraiment 
typiques : 


0.00 4.5 9 48 37 15 

BO OWI o 5 oc 66 58 71 93 413 770 

Ds he nee OR, 102 100 400 129 276 443 

ONS heer 100 444 NAT 130 271 344 

SO: Yee senor Cre 97 100 103 106 142 325 

A) 2° ee 4102 107 107 113 45h) 200 
1 Pee Ai i Pe wl 93 108 125 192 205, Zayi 
Se tc ae ae , 100 105 499, 457 215 450 
OMe one Anes 88 84 106 137 395 280 
DU cee Cen aA 95 92 102 NGL} 214 395 
OMeARS hs, ea nts) 84 150 V44 370 462 


En présence de ces chiffres on doit étre convaincu que le fer- 
ment phosphaté s’accoutume au phosphate de potassium. 
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L’expérience a été poussée plus loin, et pendant assez long- 
temps encore on a suivi les variations du rapport d’activité 
avec un ferment ayant poussé sur du lait additionné de 
37 grammes de phosphate de potassium. 


0.00 4.5 9 48 37 75 
78 97 99 105 216 200 
82 93 109 134 94 120 
100 84 100 400 380 ? 
93 146 150 141 335 400 
94 1d% 136 200 180 182 
94 116 122 143 134 134 
63 93 108 151 180 ? 
Moyenne. 86 112 1i8 182 217 ag? 


Ici encore, nous voyons trés nettement l’accoutumance, 
dautant plus évidente que la solution est plus concentrée. 


3° Nitrate de potassium. 


Les premiéres expériences ont eu pour objet de déterminer 
les doses d’azotate de potassium quiagissent sur le ferment sain 
par litre 162 er. ; 31 ers; 7 er. os etc. ; on a: 


0.00 100 
ee Ws eee rs ang : 95 
OND ere heat. ak 64 
OE oie eek tease os 31 
eo ee ee 35 
Teta eee eR eee 29 
Bs 2 eer, aoe eh 24. 


Alors on fait (au 3° jour), pendant un mois (34 jours), des 
ensemencements avec du ferment ayant poussé sur du lait 
nitraté; et on obtient les chiffres suivants : 


Premiere série. — Ensemencement pur de ferment ayant poussé sur 0.11. 

0.00 0.41 0.22 0.43 

We aeS tden © aoe 75 96 137 147 

Derr ig aE sw 63 96 126 89 

Bit ee etn, os © : 17 7 ley) _ eto 

UNS CEP Eh re : TL 94 164 425 

Lh) Gece eee pe Oras 1 93 205 V42, 
Moyenne. . 73 93 154 127 
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DeuxiiMe série. — Ferment ayant poussé sur 0.22. 
0.00 4.75 3,85 
Go -o olga eo. © 64 86 437 
so page oo 58 72 120 
Ss PS 3S 61 84 416 
Gish. et eee 75 94 162 
LPS os ech iG. ¢ 67 83 144 
Moyenne. . 65 84 136 
TROISIEME SERIE. — Ferment ayant poussé sur 0.43. 
0.00 0.22 0.43 
Hk: Goh os Bete ec 83 440 160 
NOMPrE sate ie 82 410 144 
PS eaer Ge 6G Ce 86 134 160 
sie Sito Me: . & . 82 154 180 
Moyenne. . 84 126 161 
QUATRIEME SERIE. — Ferment ayant poussé sur 0.85 
0.00 0.43 0.85 
pes Ome icone 60 85. 124 
Wee Oo. ode 6 88 422 167 
slpU ke Bonne: . 81 122 167 
He GO Go GG . 71 100 154 
Moyenne. . 75 107 1538 
CINQUIEME SERIE. — Ferment ayant poussé sur 1.73. 
0.00 0.85 1.75 
a Cle cr eauictes ons 76 88 418 
MNES Go oo ¢ 79 102 128 
PASC oom Goes Cac 84 441 422 
Mo 6 oO OO & 12 412 140 
350 8 & OSS 59 79 102 
Moyenne. . 14 98 422 
SIXIEME SERIE. — Ferment ayant poussé sur 3.85. 
0.00 1.75 3.85 
FT ee ee ae 67 96 105 
255, 2s ee oe 58 75 82 
AG. ic aX ng Vere 62 414 426 
SiReh Sei ce, ss ' cai eee 75 425 173 
PEM) ok cco se 76 414 154 
Moyenne. . 68 105 428 
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SEPTIEME SERIE. — Fermeni ayant poussé sur 7.5 
0.00 3.85 7.5 45 
2D Sroka hs ea sits B 89 112 172 
Woo Soma 4 a € 84 414 150 212 
Moyenne. . 80 100 131 192 
HuvitikMe sérre. — Ferment ayant poussé sur 13. 
0:00 aap 45 34 
Blog ges og oe 85 101 135 217 
NEUYIDME SERIE. — Ferment ayant poussé sur 31. 
0.00 45 34 62 
Bee ny ee 81 86 140 164 
Siiio gat vo! A). 64 81 107 241 
Moyenne. . 73 84 423 487 


On remarquera tout d’abord l’extréme homogénéité de ces 
chiffres. Pour toutes les séries, et méme pour les chiffres de 
chaque série, il y a, presque sans exception, une accoutumance 
d’autant plus manifeste que la solution est plus riche en 
nitrate de potassium. 

La moyenne générale, si on suppose l’ensemencement fait 
par A, donnera pour l’ensemble des séries : 


A ; 

0.00 5 A 2A 

Premiére série. . 73 93 451 127 
Deuxiéme série. . 65 84 136 473 
Troisi¢me série . 84 426 46 208 
Quatriéme série . 75 407 153 202 
Cinquiéme série . 74 98 422 166 
Sixiéme série. .. 68 105 128 175 
Septieéme série. . 80 4100 434 192 
Huitiéme série. . 85 404 435 217 
Neuyviéme série. . 73 84 123 187 
Moyenne. . 75 400 138 183 


Ce qui concorde d’une maniére tout a fait satisfaisante avec 
les chiffres précédents, & savoir: 


Séléniate de potassium. . 85 VAS 138 164 
Phosphate de potassium. 89 418 199 206 


36 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


Plus encore avec le nitrate de potassium qu’avec le séléniate 
de potassium et le phosphate de potassium, le ferment s’est 
habitué & vivre sur des solutions nitratées, de maniére @ mal 
yégéter sur du lait normal. Ainsi, le ferment normal sur du 
lait normal donnant 100, le ferment nitraté, poussant sur du 
lait normal, ne donne plus que 75. Parfois méme, par exemple, 
pour la 2° série, le rapport d’activité n’est plus que de 65, en 
moyenne. Presque jamais, avec le phosphate de potassium, on 
n'est descendu aussi bas. 


4° Sulfate de cuivre (1). 


Le 3° jour, aprés que le ferment a poussé sur 12 de 
SO‘Cu, on prend le ferment quia poussé sur 3 de SO‘Cu, et on 


trouve : 

0.00 3 6 12 
Ra ee ae os 718 106 120 108 
2 ah ee 107 130 Sh 100 
Sut 5 eae, & 79 96 69 49 
he aoe ene 102 122 100 84 
Ag ots. 4 112 125 81 112 
Gitte See. i 75 108 442 94 
eae. TAPS 106 99 99 79 
a cena len See 105 M4 AT4& 67 
TN cee ate 106 109 168 70 
NOP ee eure 106 130 320 78 


En faisant deux groupes de 5 ona: 


0.00 a 6 12 

Premier sroupers, «| ln. 96 116 OL 91 
Deuxiéme oroupe. — 104 442 nS 78 
Moyenne générale. . . 98 114 133 85 


On remarquera combien, en réalité, il y a eu une nette 
accoutumance pour la solution & 6 de SOCu. Dans les cing 
premiers jours, et méme jusqu’au septiéme inclusivement, le 
ferment a trés mal poussé. Mais a partir du 8° jour, il a 
donné des chiffres trés forts et croissants, comme si alors, 
presque soudainement, il s’était habitué au cuivre. 

D'autre part, poussant sur du lait trés riche en cuivre (12), 
au lieu de s’habituer, il pousse mal; plus mal méme que le 
ferment normal, comme si, déji un peu malade, il ne pouvait 


(1) Les doses de sulfate de cuivre sont données non plus en grammes 
mais en milligrammes par litre. j 
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plus supporter aussi bien que le ferment normal une liqueur 
tres culvrique. 


Mais peu a peu il s’habitue a des liqueurs tres cuivriques, 
comme on le verra par la suite. 


DEUXIEME Sire. — Ensemencement par ferment sur 6. 
0.00 3 6 12 

Eos ee re Noe Re ue 105 134 458 149 
PIS as Oe es 104 100 450 140 
HS gh ene ee ; 410 162 168 136 
1aies Ge fe 8 : 109 135 206 110 
IDE nce Resa ae 107 118 158 340 
IG, bow = fee at 116 V4l 205 
Moyenne. . 106 129 163 180 
TROISIEME SERIE. — Ensemencement par ferment sur 12 
0.00 6 12 25 

ieee wees ho pct S08 111 124 120 
dS haem as tee 93 425 109 sald 
Le ears sont 107 109 93 109 
DOG aU ree 116 83 \14 420 
Ailiy Be kana Gets es 128 98 447 419 
2 arts Mai) 3 Seas 424 102 118 135 
Moyenne. . 110 105 “Al “Al 
QUATRIEME SERIE. — Ensemencement par ferment sur 25. 
0.60 12 25 50 

DS mete wl Esk oc 104 94 411 134 
OLS ere a eee 107 136 136 118 
PAD Moo 1: Geb 20 130 129 180 180 
Pie owe aoe 6 106 110 131 73 
Cite ORG Be Co 108 400 106 94 
PAS oye at yaa 106 125 462 100 
Oe aed out she 98 116 VAT 419 
MUS 55 6 igh 78 96 71 60 
a go tO tes 102 123 400 97 
Moyenne. . 104 V4 424 108 
CINQUIEME SiRIE. — Ensemencement par ferment sur 50. 
0.00 25 50 75 

ae 114 126 82 113 
OE o oe au ; 82 109 414 93 
IGG bai i 105 105 83 103 
Be ea bid" oo s 106 128 155 76 
Soe oy cb 6.0 © 106 120 168 130 
ike “6. G79 0 2 104 421 129 176 
Bild io) Gy ero. 105 119 129 209 
ie og Ga 103 VAT 425 481 


Moyenne. . 103 118 132 135 
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Srxtime sin. — Ensemencement par ferment sur 75. 
0.00 50 15 152 

NG Eo Se ome x 106 125 127 59 
Hes) ve Westie 76 83 81 70 
LORE ese x 104 419 100 412 
SYS. om SG cc 108 102 107 166 
LY Pero 14 119 200 88 
Bw srotre ban a ees 110 128 152 255 
ABS 051s aoe Sas 104 105 146 88 
ees Py meee 105 107 130 459 
HS os bemree re niomec nes 114 129 162 162 
ye okey Ore 3 55, 108 115 152 247 
Moyenne. . 104 113 140 140 


Kn divisant en deux groupes, on a: 


Premlerseroupe- ea seem. 102 109 140 100 
DeuxteMen STOUp cam mr n-mr 107 AAT 140 184 


On remarquera ici que, contrairement a ce qui s’est passé 
pour la 1" série, l’accoutumance & la solution cuivrique forte 
s’est faite assez difficilement. 


SEPTIEME SERIE. — Ensemencement par ferment sur 125. 
0.00 75 125 520 

VE me ets ac 102 424 136 172 
DAN ar tose mas 103 118 412 104 
D2G cleee smegen es 100 = KD) 87 98 
Doin (eh RES c 116 88 109 109 
oT ee cers 104 426 122 123 
Moyenne. . 108 442 413 424 
Huitiime série. — Ensemencement par ferment sur 250. 
0.00 125 250 500 

sD Peri same. fans 412 225 200 226 
On Aah caer of 107 419 168 VT 
he EPS wo soe 134 100 432 103 
OMG. 6 6 6 5 106 427 173 200 
SOc) eis 116 100 125 134 
Were ana! 6 110 131 140 385 
LPs oe Ses VA 117 424 302 
G2: cat oo eae 104 92 104 424 
G3niens te. cleo 105 110 132 106 
CA mecca te ter ys 106 116 416 250 


Moyenne. , 412, 124 141 195 
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NEUVIEME SERIE. — Ensemencement par ferment sur 300. 
0.00 250 500 700 
eee om ss 100 100 124 118 
Ohs h Gele y ehed 104 100 454 140 
Ciiekyacce petals 107 AAT 140 154 
Ser vet gemr sas nthe 107 124 150 106 
Moyenne. . 104 140 1Al 429 
Dixtime série. — Ensemencement par ferment sur 150. 
0.00 500 750 1.000 
DOE Gide unt de 101 103 103 87 
Tae ite, at ak a 104 96 141 132 
Tp yaar ao ae he 103 276 196 232 
Cee ans WOME 76 224 225 255 


Moyenne. . 96 175 159 176 


En réunissant ces diverses séries, on a les chiffres suivants : 


0.00 = A 2A 
2 

98 114 133 85 
106 129 163 180 
410 415 1412 MAT 
104 M14 124 108 
103 4118 132 135 
104 113 4140 140 
108 412 113 121 
112 42% 144 195 
104 110 144 129 
96 175, 159 176 
Moyenne générale. 104 122 136 138 


L’accoutumance est donc trés nette pour le sulfate de cuivre, 
puisque cette moyenne générale, bien homogéne en somme, 
résulte d’un nombre considérable d’expériences. 

On remarquera que le ferment ayant vécu sur du lait cui- 
vrique donne presque toujours sur du lait normal des quantités 
d’acide lactique plus fortes que le ferment ayant vécu sur du 
lait normal. C’est le contraire de ce que nous avions vu pour 
les laits contenant du séléniate ou du phosphate de potassium. 

On remarquera aussi qu’entre A et 2A de concentration la 
différence est presque nulle. 

Enfin l’accoutumance ne parait guére augmenter avec le 
temps. [1 est vrai qu’on fait croitre la concentration de fa solu- 
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tion sur laquelle pousse le lait, de sorte qu'il est difficile de 
savoir quelle est la part de l’accoutumance méme, ou de la 
concentration croissante de la solution. L’identité presque 
absolue entre les chiffres des cinq premiéres séries et les 
chiffres des cinq derniéres semblerait prouver qu’a partir du 
huitiéme ou dixiéme jour l’accoutumance s'est établie, et 
qu'elle ne va plus s’accroitre. 


S° Chlorure de sodium. 


Les doses de chlorure de sodium doivent ¢étre trés fortes 
pour que quelque différence se manifeste dans le croit du fer- 
ment. Les chiffres indiqués ici se rapportent toujours, en 
grammes, a un litre de liquide. 

Voici d'abord quelques chiffres se référant a un autre liquide 
que le lait employé précédemment : j’opérais sur une solution 
de petit-lait presque neutralisé. Les expériences sont peu nom- 
breuses. 


Ensemencement par ferment ayant poussé sur 150 grammes de NaCl. 


0.00 150 200 

93 82 124 

107 101 124 

103 134 94 

94 441 418 

Moyenne. 99 M14 415 


Elles semblent montrer une certaine accoutumance crois- 
sante; et d’ailleurs, ce qui les rend intéressantes, c’est que le 
dosage dans la solution de lactose peut se faire avec une grande 
précision. 


Ensemencemenit par le ferment ayant poussé sur 150. 


0.00 150 200 250 
eG loa o 6 93 104 106 104 
yee, ee a 104 130 124 330 
Sis s: Beret ees 122 436 128 144 
OEE ot wt 8c 445 154 158 150 
Oi. rd 7: 420 130 140 124 
Dice ty tase 127 435 129 136 
Sais Bicseee a eyes 89 89 17 136 


Moyenne . V4 425 123 156 
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Ensemencement par le ferment ayant poussé sur 75. 


0.00 75 150 250 

SE Pe AL 105 105 J44 471 
Olan oe vane ee 116 109 450 135 
Moyenne . 110 107 447 153 


Ensemencement par le ferment ayant poussé sur 150. 


0.00 75 150 250 

LO rer Arey. os 498 (148) 158 (155) 
ve omg ob. (156) 144 424 432 
Aa a, nome 94 127 76 100 
De yee ois sa 103 103 91 98 
Ws 9 ate Oe Bet 87 St 133 437 
ee Ss oc 23 93 92 WT 412 
NO Ae can So 105 102 104 130 
Ds eesoltot faye ac 77 17 67 120 
Uke Ge ee Sale : 95 114 146 98 
OLE a BE ve 96 110 (195) 118 
Moyenne . 103 106 116 420 


En comparant cette troisitme série, on voit qu'il n’y a pas 
de progres dans l’'accoutumance. Au contraire, les rapports 
sont notablement moins réguliers; car, si de la lroisiéme série 
on retranche le chiffre le plus fort, celui que nous mettons 
entre parenthéses, on aurait une moyenne assez différente. 


Moyenne . 8 104 107 116 


Tout de méme, méme apres cette élimination, iln’en reste pas 
moins établi qu’avec NaCl il y a accoutumance, mais que par le 
temps elle ne semble pas s’accroitre. 

La moyenne d’ensemble pour l’accoutumance du ferment 
au NaCl nous donne : 


0.00 107 
A 
3° qa 
ACs 120 
oO AY. 138 


6° Bromure de potassium. 


Avec le bromure de potassium les expériences ont été trés 
nombreuses. Je donnerai d’abord la premiére série de ces 
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expériences; on verra qu’elles sont & peu prés identiques aux 
secondes qui les contrdlent. 


PREMIERE skris. — Ferment ayant poussé sur 0.45 p. 1000. 

0.00 0.22 0.45 0.90 

Los cee 98 106 107 100 
PR oe A ee 92 98 103 soit 
Steet Gaia Ves 93 102 107 143 
Bei 5. a ee 76 92 425 110 
he ieee Hees co 2c 76 91 107 116 
cee tO Cs ; 87 93 VA4 438 
Moyenne. 87 98 140 116 
DeruxiiMe série. — Ferment ayant poussé sur 0.9 p. 1000. 

0.00 0.22 0.45 0.90 1.8 
Hf See anee Ce 77 93 107 124 2 
Siekeuicee= ecu ee 85 94 105 178 2 
Pieri han oes a 83 ? 156 156 106 
PU on aera ea 83 ? 103 425 Alls 
pu ee be An hes 89 2 104 105 419 
Ole atone: penne 94 2 105 127 154 

Moyenne. 85 96 113 136 123 
TROISIEME SERIN. — Ensemencement avec 1.8 p. 1000. 

0.0 0.9 1.8 3.7 
BRS rss ot Pan eee 67 86 112 89 
di yen ee hacen 94 105 125 128 
Wages: Sayers sepeey ys 69 106 126 428 
UG itd, ortctas set 94 104 122 160 

Moyenne. 80 100 424 126 
QUATRIEME SiRIE. — Ensemencement avec 3.7 p. 1000. 

0.0 1.8 3.7 7.5 
LINES 5, i Se eas 82 107 108 124 
RSE Son eae ee 92 108 106 108 
URS ieee cea 72 405 4122 170 
PAU ae Ane oes 61 126 143 225 

Moyenne. 77 412 120 ADT 
CinquiiME sérip. — Ensemencement avec 7.3 p. 1000. 

0.0 ae! 7.5 45 
at 90 107 132 Ah 
Ds sae ee ee 73 136 153 210 
Bie eto.) ence 59 WAT M14 174 
2A I eo 72 132 150 225 

Moyenne. 74 123 137 188 
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Srxikme skrte. — HLnsemencement avec 15 p. 1000. 
0.00 7.5 45 30 
Ce tars ees A fc 69 122 440 208 
7A Oi tia Retr gch amh 17 co lal 138 150 
PU Sane 13 127 456 216 
ASh a7 feats 65 146 178 215 
Moyenne. . it 127 153 197 


Ainsi, pour ces six premiéres séries, on voit avec une netteté 
éclatante que le ferment s’est successivement habitué a vivre 
sur des milieux de plus en plus riches en bromure de potassium. 

Nous avons, en effet : 


080). = A 2A 

AV 0.45 Premiére série... 87 98 110 116 
7 —— URSIN Deuxiéme série. . . 85 96 413 136 
Ay——ar ASS Troisiéme série. . . 80 100 424 126 
Ava" 3.4 Quatriéme série. . . 77 112 120 AD i 
UN otro lots Cinquiéme série .. . 74 123 137 188 
IN == BO Sixiéme série... . Wel 427 153 197 
Moyenne. . . 19) 108 126 153 


Et cette accoutumance se traduit par deux phénoménes con- 
nexes, qui ont aulant de valeur l’un que l'autre pour prouver 
Yaccoutumance, a savoir : dune part, que le ferment qui a 
poussé sur bromure de potassium pousse (relativement au 
témoin) de moins en moins bien sur le lait normal; d’autre part, 
que le méme ferment qui a poussé sur bromure de potassium 
pousse (relativement au témoin) de mieux en mieux sur du lait 
normal. 

Il n’est pas probable que cette accoutumance croissante dans 
les séries soit due uniquement & ce que la solution dans 
laquelle végéte le ferment qui ensemence est de plus en plus 
concentrée. Car, dans une méme série, toutes conditions égales 
dailleurs, on voit bien que dans les derniers jours le rapport 
est plus fort que dans les premiers. 

Soient les moyennes que nous avons données, égales a 100; 
on a dans chaque série, pour les tubes des premiers jours et les 
tubes des seconds jours, les moyennes suivantes : 
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1° Pour les premiers jours : 


A 

0.00 3 A A 
Premiere série. . . 108 103 96 96 
Deuxieéme série . . 97 i 108 at 
Troisiéme série . . 99 85 108 85 

Quatriéme série. . 413 95 89 i 
Cinquiéme série. . 410 99 104 94 
Sixiéme série. . . 103 93 91 92 
Moyenne. . 104 95 98 94 


2° Evidemment, les chiffres des seconds jours sont complé- 
mentaires, de sorte qu’on aurait pour eux : 


96 405 402 109 


Ces chiffres montrent bien que, d'une part, avec le temps, les 
ferments habitués au bromure de potassium finissent par 
pousser moins bien que les ferments normaux dans le lait 
normal; d’autre part, que ces ferments habitués finissent par 
pousser mieux que le ferment normal dans le lait contenant 
du bromure de potassium. 

Mais ce ne sont, a vrai dire, que des nuances, et on peut dire 
que dés le deuxiéme ou troisieme jour Taccoutumance s’est 
manifestée nettement, encore qu’elle ne soit pas aussi compléte 
qu'elle sera plus tard. 


7° Arséniate de potassium. 


C'est avec l’arséniate de potassium que les expériences ont été 
le plus nombreuses. I] s’est trouvé, en effet, que c’est surtout 
avec Varséniate de potassium que l’accoutumance s’établit. On 
sait depuis longtemps d’ailleurs que les arséniates, si toxiques 
pour les animaux (qui ont un systéme nerveux), sont & peu prés 
inoffensifs pour les ferments et levures végétales. Dans des 
solutions aqueuses contenant 5 p. 100 d’arséniate de bromure 
de potassium, les champignons et les moisissures poussent en 
grande abondance. 

Afin de ne pas multiplier les chiffres, je ne donnerai que mes 
derniéres expériences. 

On commence par ensemencer avec du ferment normal des 
liqueurs contenant des quantités variables d’arsenic, et on a, 


ADAPTATION DES MICROBES (FERMENT LACTIQUE) AU MILIEU 45 


déduction faite de Vacidité primitive (car l’arséniate de potas- 
= ’ Ls ran byl x Sime 
sium navait pas été complétement neutralisé) : 


QUANTITE D’ARSENIATE DE POTASSIUM ACIDITE EN CC. DE KOH 
par litre. 
0.0 6.7 
Disa h eh ee iecca td Soe So Md 5.4 ‘ 
Deal eee reaches okies Sac eee ae 4.5 
SceAm ues aaeaeeane tee) ot pene ee ea 1.9 
BBs a 


Cela fait, on ensemence par du ferment normal N, et d’autre 
part par du ferment ayant poussé sur 1.5; et trois jours aprés 
par du ferment ayant poussé sur 3.1. 

On a alors les suivants rapports d’activité : 


0.00 4.5 34 6.2 4.25 
(5 (A) @ A) (4 A) 

93 83 123 250 188 
82 96 125 269 230 
100 94 104 (285) 230 
(112) 130 152 167 163 
79 152 147 158 235 
84 148 168 175 195 
87 427 148 190 205 
90 122 138 188 200 
92 152 132 154 220 
93 160 135 14h 270 
97 125 133 144 305 
82 104 122 150 322 
95 107 150 24% (400) 
93 (217) (215) 201 477 


Moyenne (en éliminant le chiffre le plus fort de chaque colonne) : 


1ev groupe 


dewine 88 A) 138 201 209 
2° groupe ¥ 
Glo Wt = 94 128 130 475 249 
Moyenne 
générale 89 424 134 488 229 


De ces chiffres, qui sont en somme trés cohérents, on peut en 
déduire que l’accoutumance n’a pas notablement cru dans le 


second septénaire. 
En prenant comparativement les quatre premiers et les 
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quatre derniers jours, et toujours en éliminant le chiffre le plus 
fort, ona, pour les rapports d’activité : 


4 premiers jours . hi 104 126 229 208 
4 derniers jours. . 92 114 126 485 268 


On voit qwil y a eu quelque accroissement, mais, en somme, 
assez peu notable, sinon pour les solutions trés concen- 
trées. 

ll est vrai que le ferment arsenical, méme avant ces 
expériences, avait poussé pendant quatre jours déja sur des 
solutions arsenicales, avec quatre ensemencements successils. 

Au 24 janvier, c’est-a-dire au quinziéme jour, on ensemence 
avec le ferment qui a poussé sur 6.2; et ona: 


0.00 4.5 3.4 6.2 42.5 

(127) 156 180 204 127 
70 (170) 170 (330) (741) 
48 150 (230) 190 130 
10 114 208 250 120 
78 109 116 140 190 
90 102 430 210 310 
88 140 150 190 210 
85 102 122 162 300 
100 154 168 154 270 
73 120 160 178 272 
91 134 168 170 268 
82 112 154 162 x 
5 89 110 114 235 
82 104 109 106 46 
30 100 128 135 178 


Quoiqu’'il y ait quelque incohérence dans ces chiffres, on 
peut cependant en déduire une moyenne générale (toujours en 
éliminant le chiffre le plus fort de chaque colonne) et on a 
alors: 


Jer groupe de 8. . 76 424 153 192 198 
2° groupe de 7. . 76 116 442 146 241 (2) 
Moyenne générale. 76 419 VAT 169 204 


En comparant les chiffres de cette série (A 6 p. 1.000) aux 
chiffres de la série précédente (& 3 p. 1.000) on voit que le 
rapport d’activité n’a pas augmenté; au contraire, qu’ila semblé 
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diminuer, comme si le ferment arsenical légerement malade 
ne pouvait plus aussi facilement végéter dans les liqueurs arse- 
nicales. 

Et cela apparait nettement si on compare le premier groupe 
de huit jours au second groupe de sept jours. La, évide mment, 
il y a une notable diminution. 

D’autre part, trés nettement aussi, l’accoutumanceaaugmenté 
par la plus grande difficulté du ferment arsenical & vivre sur 
du lait normal. Alors que le rapport d’activité était de 92 dans 
la premiére série, il est de 76 dans la seconde. 

Ainsi, ’accoutumance du ferment arsenical se manifeste par 
une bien moindre aptitude (que le ferment normal) & pousser 
sur du lait normal. 

Une troisiéme série a été poursuivie dans laquelle l’ense- 
mencement était fait par du ferment ayant poussé sur 12.5 
d’arséniate de potassium. Les résultats sont assez peu cohérents. 

Toutefois, nous croyons les devoir donner : 


0.00 4.5 3.1 6.2 12.5 25 
85 46 90 100 100 a 
58 410 105 400 423 205 
86 23 33 47 400 a 
96 (435) (146) 37 100 67 
96 7 106 124 205 VAT 
87 100 89 154 212 265 
62 67 62 68 94 56 
(97) 107 100 140 (350) (400) 
57 67 103 ATT 140 100 
72 88 108 190 170 154 
92 100 100 120 109 12255 
90 424 68 (245) 150 100 
Moyenne des 6 premiers jours : 
85 75 85 94 140 2 
Moyenne des 6 derniers jours : 
7) 91 90 439 126 ? 


Moyenne générale : 
80 83 87 410 133 130 


Ainsi quand on fait pousser le ferment sur une liqueur trop 
riche en arsenic, loin de s’accoutumer, le ferment devient 
malade, et pousse, méme dans des liqueurs arsenicales, moins 
bien que le ferment normal. Il y a donc un optimum pour 
Vaccoutumance du ferment aux liqueurs arsenicales, et cette 
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accoutumance semble étre aux environs de 5:grammes d’arsé- 
niate de potassium par litre, en chiffres ronds. 

D’autres expéricnces, tres nombreuses, ont été encore faites 
par celte méme méthode sur l’accoutumance du ferment lac- 
tique & l’arsenic; mais je ne les donne pas, car elles ne font 
que confirmer les résultats qui viennent d’étre indiqués ici. 

Je reliendrai seulement ceci, c'est que, dans certains cas, sans 
que j’aie pu encore en déterminer les conditions, le ferment 
arsenical est si bien habitué @ l’arsenic qu’il ne pousse plus du 
tout sur du lait normal, ou du moins avec une trés grande 
lenteur. 

La moyenne des rapports a done été, pour l’arséniate de potas- 
sium : 


Premiére série. . (A = 3.4) 89 124 134 188 
Deuxiéme série. . (A = 6.2) 76 147 169 204 
Troisiéme série. . (A = 12.5) 80 87 410 130 

Moyenne générale. . . 81 119 138 174 


8° Nitrate de thallium. 


Le ferment lactique normal est ensemencé sur du lait conte- 
nant par litre 0,166 de nitrate de thallium. A cette dose, le 
nitrate de thallium ralentit notablement la fermentation, 
comme l’indique lexpérience suivante : 


ACIDITE (EN CENT. CUBES DE KOH av mILiiime) pour 10 CENT. CUBES DE LIQUEUR 


Lait Lait 
Lémoins. avec 0 gr. 08 avec 0.166 
de nitr. de Tl. de nitr. de Tl 

8.8 4.7 4.0 
Gia) 4.9 3.9 
il 5.0 4.4 
Sed 4.8 4,4 
41.4 6.0 5.3 
40.4 6.0 Bye} 
10.9 Gre 5.0 


o 
() 
=o 
for) 
ie) 
a 
I 


Moyenne nme Oon 


Soit, en faisant les tubes témoins = 100, ona: 


SOlatlonean00Siremen verse Cea 
Solution ea Oct 66cmeew . sansa : 47 
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On détermine alors dans une premiére série (ensemence- 
ments par du ferment a 0.166) le rapport d’activité. 


0.00 = A 

0.00 0.08 0.166 
[PRET KEMPS 6 5 oo 83 410 Wd 
Deuxiéme jour. . .— 89 108 109 
Troisiéme jour. ... (57) (205) (190) 
Quatriéme jour... . 71 95 99 
Cinquiéme jour. ... 75 107 106 
SLICMe MOULIN hirer ens 50 102 104 
Septiéme jour... . 69 103 112 


Moyenne (en éliminant l’exp. 3 qui est aberrante) : 


0:00 == 78 
A F 
thee 104 
AG ——ei(i 
DEUXIEME SERIE. — Ensemencement par 0.12. 
0.00 0.42 0.25 0.5 1 
53 405 45 112 73 
50 47 19 52 92 
93 65 100 92 83 
90 105 95 58 12 
11 431 103 125 67 
(112) 113 178 225 200 
64 128 290 (348) 270 
66 (291) 250 188 107 
88 184 (375) 255 130 
42 57 85 429 (330) 
80 91 100 94 3 
76 86 103 109 48 
74 409 a) 113 84 


Moyenne (en éliminant le chiffre le plus fort de chaque colonne) : 


Lessix premiers. 75 94 100 411 98 
Lesseptderniers 66 109 457 148 412 
Moyenne. 70 404 128 429 105 
TROISIEME ShRIE. —- Ensemencement par 0.25. 

0.00 0.42 0.25 0.5 1 

56 408 81 147 92 

58 53 415 107 73 

Wi 104 102 417 2 

Moyenne. 70 88 99 424 §2 
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50 
OUATRIEME SERIE. — Ensemencement par 0.25. 
0.00 0.42 0.25 0,5 1 
3 Sul 430 447 142 
on 98 402 118 13 
102 AAD 413 108 255 
96 4A9 136 415 295 
Moyenne. 77 96 420 422 207 
CINQUIEME SERIE. — Ensemencement par 4. 
0.00 0.12 0.25 5 4 
AAA 113 124 102 489 
78 41% 136 423 484 
97 108 427 110 145 
87 104 MAA 85 ATA 
108 416 109 128 169 
Moyenne. 96 413 122 110 wal 


La moyenne des rapports d’activité a done été pour le nitrate 


de thallium : 


A 

0.00 z A 2A 

Premiere série. ..- (A = 0.16) 78 104 107 » 

Deuxieme série. ... (A= 0.42) 17 » 104 428 

Troisieme série ... (A = 0.25) 70 88 99 124 

Quatriéme série .. - (A = 0.50) TI 120 422 207 
Cinquiéme série... (A= Hi) 96 110 471 aie 

Moyenne...-. - 78 104 120 153 


Ainsi, Vaccoutumance au nitrate de thallium est trés nette, 
comme aux autres sels. Mais il semble que pour bien voir la 
différence de croit (sur le lait normal) entre le ferment normal 
ot le ferment habituéau thallium, il soit préférable d’ensemen- 
cer avec un ferment qui a poussé sur 0,12, au lieu d’un fer- 


ment quia poussé sur 4. 


9° Saccharose. 


Premiere sirte. — Ensemencement par du ferment ayant poussé sur 6 gr. 25 
de saccharose par litre. 
0.00 ack 6.25 12.5 
84 107 128 98 
94 100 425 66 
100 142 qa 99 
98 419 130 132 
400 434 sN 120 
103 134 133 120 


Moyenne. 96 MAT 124 106 
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Moyenne. . 


Moyenne. . 


0.00 


88 
97 
104 
97 
98 
89 
97 
97 
102 
17 


Ici un seul dosage : 


Moyenne. 


103 
100 

98 
104 


’ Deuxinme siriz. — Ferment a 12.5. 
6.2 412.5 
110 140 
? 427 
143 155 
104 IT 
149 127 
TROISIEME SéRIE. — Ferment & 25. 
12.5 25 
440 99 
ANA 132 
MAT 172 
V4 136 
410 177 
95 150 
423 174 
414 146 
4116 176 
112 454 
QUATRIEME SERIE. — Ferment &@ 50. 
412.5 25 50 
134. 138 154 
A14 125 134 
» 98 442 
» 413 130 
» 107 124 
» 140 134 
» 123 130 
» 105 149 
» 104 VAT 
» 96 134 
» 164 ABA 
» 106 124 
» 9% 109 
» 105 uIBY, | 
» 414 WAT 
(424) 423 134 


94 


d4 
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Crinouiime série. — Ferment a 75 (un seul dosage). 
0.00 50 15 100 
103 110 147 88 
Gs) 413 148 13 
88 93 124 100 
103 120 140 85 
85 100 138 104 
97 4101 168 134 
93 100 104 MAT 
99 108 MAT 144 
Moyenne. . 98 105 132 110 
Srxiime série. — Ferment a 100 (un seu! dosage). 
0.00 50 15 100 150 
99 124 Ave 95 » 
104 oo) 116 138 » 
104 » 443 124 118 
103 » 420 131 105 
128 » 127 133 103 


Moyenne. 106 


M7 


124 


409 


En reprenant dans leur ensemble ces expériences avec le 
sucre, on trouve les moyennes suivantes : 


Premiére Série). = ee cae eee 


Deuxiéme série 
Troisiéme série 
Ouatriéme série 
Cinquiéme série 
Sixiéme série 


NOMEN as ae 


$1 «eS ew e\7 re. e 


99 


2A 


106 
133 
143 
136 
110 
109 


123 


Moyenne 
des 5 et 2A 


Weel Nl 


116 
126 
135 
134 
116 
116 


Ces expériences, trés homogénes, montrent divers phéno- 
ménes intéressants, et permettent de fixer en quelque sorte un 
maximum pour le rapport d’activité. 

1° Lorsque le ferment a poussé sur le liquide A, c’est lorsque 
le ferment est ensemencé dans A, que le rapport d’activité est 


maximal, plus grand que lorsqu’il est ensemencé sur 


A 
oy ou 2A. 


2° Crest pour des concentrations moyennes que le rapport 
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dactivité est maximal (Troisiéme série) quand le ferment est 
ensemencé sur une liqueur contenant 25 grammes par litre 
de saccharose. 

3° Il y a certainement une accoutumance, notamment pour 
la concentration 2A ; car si, dans chaque série, nous preaons 
les premiéres mensurations de 2A, nous les trouvons toujours 
plus faibles que les derniéres. 


Ill. — CONCLUSION 


Reprenons maintenant ces chiffres dans leur ensemble, et 
nous pourrons en dégager plus nettement les lois générales. 
eee A 
Soient les concentrations 3? A et 2A, nous aurons pour la 


vie du ferment A comparée & la vie du ferment N : 


0.00 = A 2A 

Séléniate de Kk. . 85 445 138 164 
Phosphate de kK. . 89 118 199 206 
Azotate de K. . . 15 100 138 183 
Sulfate de Cu... 104 122 136 138 
Chlorure de Na. . 107 441 120 138 
promure de K . . 79 108 126 453 
Arséniate de K. . 81 419 138 114 
Nitrate de Tl. . . 78 104 4120 153 
Saccharose. ... 99 445 432 123 
Moyenne.... . 88 112 138 159 


Cette moyenne, qui résulte d'un nombre considérable de 
dosages, — plus de 10.000, — prouve en toute évidence l’accou- 
tumance des microbes aux substances toxiques. Il semble done 
que le fait soit établi en dehors de toute contestation. 

Les substances avec lesquelles il a été expérimenté sont 
assez diverses et nombreuses, pour que désormais on puisse 
affirmer qu’une non-accoutumance, si on la rencontre, sera 
l'exception. Bien entendu, on ne pourra alors parler de non- 
accoutumance que Jorsqu’on aura expérimenté avec des solu- 
tions de concentration trés différente. 

Non seulement l’accoutumance est la loi; mais encore la 
diminution d’activité du ferment accoutumé quand on le remet 
a pousser sur du lait normal. Presque constamment (sauf le cas 
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du NaCl) il pousse alors moins bien que le ferment normal : 
cela n’est pas surprenant, pwisque aussi bien ce ferment a 
été altéré par un poison: mais, ce qui est remarquable, c'est 
que cette diminution de vitalité coincide avec une vitalité plus 
grande (par rapport au ferment normal) quand on le fart pousser 
sur des solutions auxquelles il a été habitué. 

Par cette méthode, bien des questions relatives & [hérédité 
sont encore a résoudre, sur lesquelles va porter mon attention 
maintenant (1). 


1° A partir de quelle limite l’accoutumance commence- 
t-elle? 

2° Combien de temps persiste-t-elle? 

3° Y a-t-il interchange entre les diverses substances toxiques ; 
et peut-on considérer, au moins dans certains cas, cette accou- 
tumance comme un phénoméne osmotique? 

Il est vraisemblable que cette méthode permettra de résoudre 
ces différentes questions, si importantes dans Vhistoire de 
Phérédité et de Vadaptation. 


() Depuis que ce mémoire a été écrit (mars 1914) j'ai fait quelques expé- 
riences nouvelles qui seront prochainement publiées. 


ESSAIS D'IMMUNISATION DES PETITS RONGEURS 
CONTRE LES PARATYPHIQUES 
NATURELLEMENT PATHOGENES POUR CES ANIMAUX 


par J. DANYSZ et Z. SKRZ¥NSKI. 


(Laboratoire de Parasitologie agricole de l'Institut Pasteur.) 


On connait aujourd'hui plusieurs races ou variétés de coceo- 
bacilles appartenant au groupe de paratyphiques ou de bac. 
enteritidis qui sont naturellement pathogenes pour les petits 
rongeurs. 

Ils peuvent infecter ces animaux quand ils sont absorbés 
avec un liquide ou an aliment quelconque ou bien par simple 
contact avec les muqueuses buccales ou nasales. Les animaux 
infectés meurent avee des lésions de la rate, du foie et de 
Vintestin gréle qui présentent beaucoup d’analogie avec celles de 
la fiévre typhoide de VPhomme; aussi Loeffler, qui le premier a 
observé, parmi les souris blanches de son laboratoire, une épi- 
démie due & un de ces microbes, lui a donné le nom de 
bacillus typhi murium. Nous proposons de conserver ce nom 
pour tous les microbes de ce groupe pathogéne pour les 
petits rongeurs, bien que, d’aprés les recherches les plus 
récentes sur leurs propriétés biochimiques et notamment 
daprés celles de Miihleus, Dahm et Fiirst [1] et celles de 
Hurler [2], il faudrait classer le bac. typht murium de Leffler 
parmi les paratyphiques B, et /es bacillus ratti de Danysz, 
| Dunbar, Issatchenko et Neumann parmi les bacilles de l’enté- 
rite de Gaertner. 

Il nous semble, en effet, que pour un essai de classification 
de microbes pathogénes, lidentité des propriétés pathogéniques 
(comme c’est le cas ici) est tout au moins aussi importante que 
Videntité des propriétés biochimiques observée zn vitro. 

Par ensemble de leurs caractéres, ces microbes forment un 
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eroupe bien homogéne, et nous proposons de désigner chaque 
type par une lettre différente. 

Toutes nos expériences avaient été faites avec le bac. typhi 
murium, type B, quia déja été décrit dans ces Annales |3). 


VIRULENCE. 


Le bac. typhi murium, type B, est actuellement pathogéne 
pour toutes les espéces de Microtinées (campagnols) et pour 
un grand nombre d’espéces du genre Mus et notamment pour 
le M. musculus, M. sylvaticus, M. decumanus, M. rattus, — 
mais sa virulence pour toutes ces especes n’est pas de méme 
degré ni de la méme nature. A l’origine, il n’était virulent que 
pour les campagnols et les souris blanches ou grises, et n'est 
devenu pathogéne pour les rats qu’a la suite d’une adaptation 
obtenue par des cultures en séries dans des milieux contenant 
des humeurs de rat plus ou moins modifiées par la digestion [3]. 
Un procédé analogue a permis & Dujardin-Beaumetz [4] de 
rendre le microbe de la péripneumonie des bovidés pathogéne 
pour les moutons et les chévres. L’expérience suivante nous a 
prouvé, en outre, que la virulence naturelle et la virulence 
acquise sont dues a des princines différents. 

En effet, quand on conserve dans de petites ampoules en 
verre, scellées &lalampe, un virus qui tuait les souris en 5 
a 7 jours et les rats en 5 a 15 jours, et quand on essaie la viru- 
lence des cultures obtenues de ces ampoules, d’abord tous les 
2 ou 3 mois et ensuite une ou deux fois par an, on constate 
que, pour /es souris, la virulence de ces cultures reste d’abord 
constante et qu’ensuite elle augmente méme un peu avec le 
temps, tandis que, pour /es rats, la virulence diminue progres- 
sivement et se perd complétement au bout de quelques années. 
Ainsi, nous possédons de ces cultures conservées depuis 1901 
qui, au moment de leur mise en ampoules, étaient trés viru- 
lentes pour les rats et ne tuaient les souris qu’en 5 & 8 jours, 
et qui, réensemencées et essayées l'année derniére, tuaient 
toutes les souris en 3 a 4 jours et étaient absolument inoffen- 
sives pour les rats. I/ est done impossible d’admeitre que la 
substance virulente soit la méme dans les deux cas. 

Pour les campagnols et les souris, la virulence est, pour 
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ainsi dire, wne propriété naturelle que ces microbes conservent 
aussi longtemps que leur vie. Ceux qui survivent le plus long- 
temps, qui ont fait preuve par conséquent de plus de vigueur et 
de résistance, se montrent également les plus virulents. On 
constate, en effet, en ensemencant le contenu des ampoules sur 
des milieux solides, que le nombre des microbes qui repoussent 
et donnent de nouvelles colonies diminue progressivement. 
Aprés une conservation de 10 ans a la température de labora- 
loire, une ampoule de 1 cent. cube ensemencée sur une plaque 
de gélose ne donnera qu'un petit nombre de colonies isolées 
qu'il sera facile de compter. 

On peut hater ce processus de sélection en conservant les 
ampoules a l’étuve, & une température de 36-37 degrés, ou 
bien en cultivant le microbe dans un milieu plus pauvre en 
substances nutritives; on peut le prolonger, par contre, en gar- 
dant les ampoules a la glaciére (1). 

La virulence du bac. typhi murium pour les rats est, au con- 
traire, une propriété acquise qui se transmet par hérédité a tra- 
vers un grand nombre de générations dans les passages succes- 
sifs zn vitro, mais qui s’atténue avec le temps. Le microbe 
finirait méme par la perdre complétement si on ne Ja lui rendait 
par un traitement approprié. 

Merechkowsky [5], quia publié sur la culture et la virulence 
de ce méme microbe une série de travaux remarquables, a fait 
sur ce sujet une expérience des plus démonstratives. Ila fait de 
trés nombreux passages (prés de 1.500) renouvelés chaque 
jour, dune part, dans un milieu trés riche en substances nutri- 
tives (bouillon de viande peptonisé), d’autre part, dans un milieu 
trés pauvre (extrait aqueux a 10 p. 100 de blanc d’wuf cuit), et 
il a remarqué que, dans le premier cas, la-virulence du microbe 
pour les rats se conservait moins longtemps que dans autre. 

Il est évident que cette différence dans la durée de la viru- 
lence doit étre attribuée principalement, sinon exclusivement, 
i la différence de rapidité avec laquelle les microbes se multi- 
plient dans les deux cus. Pour un temps donné, le nombre des 
eénérations successives sera beaucoup plus grand dans le 


(1) Tl est A noter que les cultures en milieu de Merechkowsky conservées 
en ampoules scellées a 37° sont stérilisées déja aprés 8 a 10 mois. 


58 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


bouillon riche que dans Ie bouillon pauvre, et pour ie meme 
nombre de générations le résultat serait tres probablement 
identique. 

Le bac. typhi murium B. est inoffensif par ingestion pour 
tous les autres animaux, mais il tue Jes cobayes inoculés dans 
le péritoine et les lapins inoculés dans les veines. 


DOSAGE DE LA VIRULENCE POUR LES SOURIS BLANCHES 
‘{. — InocuLation sous LA PEAU. | 


r Avec une culture de 24 heures en bouillon peptonisé, on fait 
une série de dilutions de 41 p. 2.500 & 1 p. 4 milliard, on 
inocule sous la peau chaque dilution 4 3 souris, a la dose de 
1 cent. cube pour chaque souris, et, en méme temps, pour 
se rendre compte de la quantité de microbes injectés, on ense- 
mence 1 cent. cube de chaque dilution sur plusieurs plaques de 
gélose. 
Voici les résultats que nous avons obtenus : 


Exp, 1. DILUTIONS SOURIS MORTES EN NOMBRE DE COLONIES 
pie oXenbbiny PAN. ota g 3 a 4 jours innombrables 
1 pour 25.000 .. . 3 a 4 jours innombrables 
1 pour 230.000 .. . 7 a 8 jours innombrables 
4 pour 500.000... 4 4 5 jours plus de 40.000 
1 pour 1 million . 4 4 6 jours 17.000 
4 pour 2 millions. 5 a 6 jours j 3.000 
1 pour 5 millions. 5 a 6 jours 1.600 
1 pour 10 millions. 5 a 6 jours 600 
1 pour 20 millions. 7 a 8 jours 270 
1 pour 40 millions. 4 a 5 jours 130 
1 pour 100 millions. 44 5 jours 60 
4 pour 1 milliard. Sur 6 souris, 4 meurent 40 a 30 


4 
en 5 a 8 jours; 2 survivent. 
Il. — Inrecrion PAR INTRODUCTION DE MICROBES DANS LA BOUCHE. 


Avec la méme culture qui a servi 4 l’expérience précédente, 
on fait des dilutions dont 0,05 cent. cube correspond a 
1 cent. cube des dilutions & 1 p. 2.500, 25.000, 250.000, 
500.000 et 5 millions, et on introduit 0,05 cent. cube de cha- 
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cune de ces dilutions dans la bouche de chaque souris a l'aide 
dune canule appropriée. 


Exp. 2. DILUTIONS NOMBRE DES SOURIS RESULTATS 
pour 2-500-°. . 3 mortes en 4a 8 jours. 
4 pour 25.000... 3 mortes en 5 a 12 jours. 
4 pour 250.006... 3 mortes en 5 a 12 jours. 
Ie oui 00 00k ee 43 5 souris mortes en 5 a 8 jours, 
8 restent vivantes. 
4 pour 5 millions. 13 toutes restent vivantes. 


La dose minima mortelle serait done un peu plus grande que 
1 cent. cube d’une dilution a 4 p. 500.000, c’est-a-dire qu'il faut 
introduire dans la bouche de animal environ 40.000 microbes 
pour qu’un certain nombre de ces microbes (au moins 10 a 30) 
puissent pénétrer dans le sang et donner & lanimal une infec- 
tion mortelle. Nous avons constaté, en effet, en prélevant et en 
ensemencant sur gélose quelques gouttes de sang de toutes les 
souris en expériences, que le sang des souris qui ont fini par 
succomber contenait tovtours des microbes en plus ou moins 
grande quantité, tandis yue celles qui ont survécu ont donné 
toujours des ensemencements stériles. 

fl est done plus que probable que les souris qui ont survécu 
ont réussi & détruire dans la bouche et dans le tube digestif 
tous les microbes ingérés et échappérent ainsi a l’infection pro- 
prement dite. 

Ces mémes souris infectées & nouveau 15 jours plus tard de 
la méme maniére, mais avec une dose de microbes plus forte, 
ont succombé en méme temps que les témoins. 


Tif. — Inrecrion Avec DU PAIN MOUILLE 
AVEC DES CULTURES VIRULENTES. 


Une culture préparée de la méme faeon que précédemment 
est diluée a1 p. 50, 500, 5.000, 50.000 et 500.000. On fait 
absorber 2 cent. cubes de chacune de ces dilutions par 2 petits 
cubes de pain et on donne & manger ces 2 petits cubes & chaque 
souris. Toutes les souris sont placées une 4 une dans des bocaux 
séparés, et privées de toute autre nourriture pendant 24 heures. 
Dans tous les bocaux le pain ainsi préparé a été mangé com- 
plétement. 
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Exe. 3.  DIT.UTIONS NOMBRE DES SOURIS RESULTATS 
1/50. 3 souris mortes en 5 jours. 
1/500 3 souris mortes en 5 jours. 
1/5.000 3 souris mortes en 6 jours. 
1/50.000 3 souris 2 souris mortes en 6 jours, 
1 souris reste vivante. 
1/500.000 3 souris toutes resltent vivantes. 


La dose minima mortelle pour du virus mélangé avec du pain 
serait done & peu prés égale i 4 cent. cube dune dilution a 
1 p. 25.000, soit plusieurs millions de microbes. I] est donc cer- 
tain que, dans ce cas, immense majorité de microbes périssent 
dans les différents changements de milieu qu’on leur fait subir, 
dans le pain avant que les souris l’aient mangé et ensuite dans 
le tube digestif. 

Le nombre de microbes nécessaires pour tuer les souris par 
les différents modes d’infection que nous venons d’indiquer 
nest, bien entendu, que trés approximatif, et il n’est gueére 
possible de chercher dans ces expériences une précision plus 
grande; mais on peut dire que, si pour infection par inocula- 
tion sous la peau la dose sirement mortelle est de quelques 
unités, ou de quelques dizaines de microbes, il en faut quelques 
milliers pour produire le méme effet, quand on introduit la 
culture telle quelle dans la bouche et quelques millions quand 
on la donne & manger avec du pain. 


ESSAIS DE VACCINATION 


Nous avons vu plus haut que les bac. typhi murium donnent 
aux petits rongeurs une maladie présentant quelques analogies 
avec la fiévre typhoide ou paratyphoide de Vhomme; il nous a 
donc semblé intéressant de rechercher s’il est possible de vac- 
ciner ces animaux contre cette maladie ou les en guérir par un 
sérum spécifique, et surtout s'il est possible d’apprécier la valeur 
d'un vaccin ou d’un sérum pour une maladie naturelle d’aprés 
son action sur les maladies artificielles provoquées par l’inocu- 
lation du virus typhique sous la peau ou dans le péritoine. 

De nombreuses expériences ont montré qu’il est possible de 
vacciner les cobayes contre une inoculation mortelle du bac. 
@Eberth et qu'un sérum suffisamment actif peut les en euérir, 
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et Brickner (6) a pu vacciner avec succés les souris blanches 
contre un paratyphique B qui les tuait par injection sous- 
cutanée a la dose de 0,1 cent. cube de culture et était avirulent 
par ingestion. Briickner a nourri 16 souris pendant 9 jours de 
suite, avec des aliments trempés dans une culture de ce para- 
typhique B. Une seule souris a succombé pendant la vaccina- 
tion et son sang a donné une culture de paratyphique. 

Les survivantes et 10 souris témoins avaient été injectées 
ensuite avec une dose mortelle du méme microbe. Une seule 
des souris traitées est morte en méme temps que les témoins, 
toutes les autres ont survécu. 

Les résultats que l’on obtient en cherchant & immuniser les 
souris ou les rats contre les paratyphiques naturellement patho- 
genes sont loin d’étre aussi favorables. 

Leeffler [7] a essayé d’abord de vacciner des souris en les 
nourrissant plus ou moins longtemps avec des émulsions de son 
bac. typhi murium chauffées a 70 degrés. I] a obtenu les résultats 
suivants : 

8 souris onl recu 4 manger ces émulsions 17 fois en 29 jours. 

De ces 8 souris, 4 sont mortes pendant la vaccination, 1 avail 
été sacrifiée pour l’étude des propriétés agglutinantes de son 
sérum ; des 3 derniéres, contaminées une premiere fois, 18 jours 
aprés la derniére vaccination, 1 a succombé le 11° jour, les 2 autres 
ont survécu a cette premiére infection, mais ont succombé a 
une deuxiéme contamination faite 7 jours aprés la premiére. 

En méme temps Leeffler vaccinait des campagnols par ino- 
culation avec les mémes microbes séchés et chauffés a sec a 
120 degrés pendant 2 heures ou a 150 degrés pendant 1 heure. 

Le produit ainsi obtenu s’est montré trés toxique, une dose 
supérieure 4 0,1 milligramme inoculée sous la peau tuait tous 
les campagnols. 

Tous les animaux vaccinés deux fois & 3 semaines d’inter- 
valle et contaminés 18 jours aprés la deuxitme vaccination ont 
succombé en méme temps que les témoins. 

Le méme savant & réussi plus tard [8] & vacciner avec succés 
quelques souris en leur injectant 4 plusieurs reprises un virus 
séché et tué par un chaulfage & 75 degrés pendant 7a 8 jours. 
Les souris ainsi traitées ont supporté ensuite 10 doses mortelles 
du méme virus vivant inoculé sous la peau, mais nous verrons 


62 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


plus loin que le méme traitement appliqué aux souris avec 
notre virus, nous a donné des résultats moins favorables. 

Eijiro Yoshida [9] a cherché & immuniser les souris et les 
campagnols contre le bac. typhi murium de Leeffler en les 
nourrissant pendant 1 a 30 jours avec les cultures d’un paraty- 
phique B vivantes, mais non yirulentes. 

Sur 24 souris ainsi traitées, 7 ont résisté a une premiére 
infection et 3 de ces 7 & une deuxieme infection. 

La méme expérience répétée avec le paraltyphique A et le 
bac. d’Eberth, pris comme yaccins, lui a donné toujours des 
résultats négatifs. 

Les essais de vaccination par des injections sous-cutanées, 
répétées 3 fois ’ 10 jours d’intervalle, du méme paratyphique B, 
nont donné aucun résultat quand on infectait les souris par 
la bouche, mais ont permis de sauver quelques souris inoculées 
sous la peau. 

M'e Edna Steinhardt et M. Th. Tournoy [10] ont fait sur le 
méme sujet une longue série d’expériences avec le bac. Danysz. 

Ils ont trouvé qu'il est impossible de vacciner les souris, mais 
que l’on peut immuniser uae certaine proportion de rats. 

Les résultats de ces expériences indiquent donc nettement 
que, sil est possible d’immuniser les souris contre un virus 
qui ne les tue que par inoculation sous la peau, il est presque 
impossible de les vacciner contre un microbe naturellement 
pathogéne et que, dans ce dernier cas, l infection par la bouche 
est aussi dangereuse que l’infection par inoculation sous la peau. 

Toutefois, en considérant la trés grande virulence du dae. 
typhi murium pour les petits rongeurs, nous ayons pensé que, 
dans les travaux que nous venons de résumer, on n’a pas 
suffisamment tenu compte de ce fait et il nous a semblé inté- 
ressant de répéter ces expériences, en éprouvant les animaux 
lraités par des vaccins, par des doses dimites mortedles (exp. 1, 2 
et 3), pour nous rapprocher autant que possible des conditions 
dans lesquelles un animal peut s'infecter normalement. 

Nous avons donc traité des séries de souris blanches par 
tous les vaccins découverts jusqu’a présent et essayés dans la 
fievre typhoide et notamment : 

1° Cultures chauffées en bouillon ou en émulsion dans l’eau 
physiologique (méthode de Chantemesse) ; 
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2° Cultures tuées par l'éther (méthode de Vincent); 
3° Cultures sensibilisées (méthode de Besredka); 
4° Cultures séchées et chauffées & sec (méthode de Levifler). 


VACCINATION AVEC DES CULTURES OU BMULSIONS CHAUFFEES. 
(Méthode de Chantemesse.) 


1° Traitement par une seule injection Vune culture chauffée 
en ampoules scellées : a) pendant 1 heure a 60 degrés; 6) pen- 
dant 15 minutes & 75 degrés; c) pendant 5 minutes a 100 degrés. 

On prépare la méme série de vaccins avec une culture en 
bouillon de 24 heures et, pour éviter les effets toxiques de la 
peptone, avec une émulsion dans leau physiologique d'une 
culture sur gélose, en prenant soin d’avoir la méme quantité 
de microbes dans les deux cas. 


Exe. 4. — Les doses injectées étaient de 0,1, 0,2, 0,4, 0,6 et 0,8 cent. cube. 
Pour chaque dose ona pris 2 souris pour la culture en bouillon et 2 souris 
pour lémulsion dans leau physiologique, — soit 20 souris en tout. 

Toutes les souris ont trés bien supporté ces injections. 

Résultats. — On éprouve 20 jours apres, 10 souris par infection par la 
bouche et 10 souris par inoculation sous la peau. Dans les deux cas, les 
doses d’épreuve étaient minima mortelles. 

Résultats. — Les souris traitées sont mortes en méme temps que les témoins. 


2° Traitement par deux injections. 


Exe. 5. — On traite 20 souris exactement dans les mémes conditions que 
dans l’expérience précédente, avec cette seule différence qu elles recoivent 
2 injections de vaccin a 15 jours d'intervalle. 

Résultats. — Toutes ces souris éprouvées 20 jours aprés la 2° injection 
meurent, quelques-unes avec un léger retard sur les témoins. 


3° Le traitement des souris par 3 injections répétées & 15 et 
20 jours d’intervalle n’a pas eu plus de succés (Exp. 6). 
Exe. 7. — Dix souris sont nourries pendant 10 jours de suite avec de 


erandes quantités de microbes tués par un chauffage 4 65 degrés pendant 


4 heure. 
Toutes ces souris ont succombé en méme temps que les témoins. 


VACCINATION AVEC DES CULTURES TUKES PAR L’ETHER. 
(Méthode de Vincent.) 


Les cultures tuées par l’éther se sont montrées plus toxiques 
que celles tuées par la chaleur en ampoules scellées. Les doses 
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de 0,1 cent. cube dans le péritoine et de 0,5 cent. cube sous la 
peau tuent toutes les souris. 

Exp. 8. — Une série de souris sont injectées sous la peau, deux fois a 
20 jours d’intervalle, avec 0,1 cent. cube de vaccin, d’autres avec 0,2 cent. 
cube du méme vaccin. ; 

Toutes supportent bien ce traitement. 

Résultats. — Une premiére épreuve (contamination par la bouche avec une 
dose minima mortelle), faite 25 jours aprés la derniére injection donne 
2 souris mortes sur 6, de celles qui ont regu deux injections de 0,1 cent. 
cube de yaccin et toutes celles qui ont recu 0,2 cent. cube de vaccin. 

Les 4 souris qui survivent sont éprouvées 20 jours aprés par une dose 
de virus un peu plus forte et meurent en méme temps que les témoins. 


VACCINATION AVEC DES MICROBES SECHES ET TUES 
PAR UNE CHALEUR SECHE DE 75 DEGRES. 
(Méthode de Leffler.) 


Nous avons vu plus haut que Leffler préparait son vaccin 
en chauffant le virus, préalablement séché 4 75 degrés pendant 
7 4 8 jours. 

Nous avons constaté que les microbes provenant d’un 
raclage d’une culture sur gélose, séchés dans le vide sur de 
acide sulfurique et chauffés ensuite & 75 degrés a sec, n'ont 
jamais pu étre tués en si peu de temps, — et que le temps 
nécessaire pour tuer surement tous les microbes dépendait de 
Vépaisseur de la couche de microbes soumis & ce traitement. 
Ainsi, il fallait 12 jours pour tuer 4 centigramme de microbes 
6talés sur une plaque de verre, 15 jours pour 1 décigramme et 
35 jours de chauffage pour tuer 1 gramme de microbes étalés 
de la méme facgon sur une plaque de verre. 

Beaucoup de précision et un contrdle trés rigoureux sont 
done nécessaires pour préparer ce vaccin ,ui, bien préparé, 
n’est pas trés toxique. 

Les souris en supportent trés bien 2 milligrammes en 
injection sous-cutanée. 


Exp. 9. — On injecte deux fois de suite A 15 jours d’intervalle 3 séries de 
souris avec 0,01 milligramme, 0,1 milligramme et 1 milligramme d’une 
culture chauffée 4 sec et émulsionnée ensuite dans l'eau physiologique. 

Résultats. — Toutes ces souris sont éprouvées 20 jours aprés par une pre- 
miére ingestion avec une dose limite mortelle qui a tué 5 souris sur 6. Sur 
9 souris vaccinées, 3 meurent en méme temps que les témoins, 6 survivent. 
Ces derniéres sont éprouvées une deuxiéme fois avec une dose dix fois plus 
forte, elles meurent toules en méme temps que les témoins. 
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VACCINATION AVEC DES MICROBES SENSIBILISES SECHES 
ET TUES ENSUITE PAR UNE CHALEUR SECHE DE 75 DEGRKS. 


(Méthode de Besredka modifiée.) 


Les essais de vaccination par les cultures virulentes sensi- 
bilisées & l'aide d’un sérum qui les agglutinait dans des dilu- 
tions a 4p. 2.000 ne nous ont donné aucun résultat appré- 
ciable. Les microbes restaient toujours agglomérés, de sorte 
que, dans les dilutions plus fortes que 1 p. 10 millions, les 
mémes quantités de liquide étaient tant6t mortelles, tant6t ne 
produisaient aucun effet, et, comme les souris qui ont bien sup- 
porté la premiére injection succombaient souvent a la seconde, 
il n’était guére possible de savoir si, & la premiére injection, 
elles ont bien recu quelques microbes sous la peau ou non. 
D’ailleurs, toutes les souris qui ont survécu & une ou deux de 
ces injections sont mortes plus tard a la suite de Vinfection 
d’épreuve. 

Toutefois, comme la méthode de Leffler semblait donner 
des résultats un peu meilleurs que les deux méthodes précé- 
dentes, nous avons eu lidée de la combiner avec celle de 
Besredka, c est-a-dire de dessécher et de chauffer & sec des 
microbes préalablement sensibilisés. 


Exe. 10. — On injecte 9 souris, deux fois a 15 jours dintervalle avec 
0,01 milligramme, 0,1 milligramme et 1 milligramme du vaccin ainsi préparé 
Jre épreuve par infection par la bouche avec une dose limite mortelle : 


1 souris meurt, 8 survivent. 
2° épreuve, 17 jours aprés la précédente avec une dose de virus dix fois 
supérieure : 7 souris meurent en méme temps que les témoins, 7 seule souris 


survil. 


De cette série dexrpériences on peut done conclure qwavec les 
méthodes que nous venons @indiquer, la vaccination des souris 
contre le bac. typhi murium, type B, West pas pratiquement 
possible; mais, en comparant les résultats obtenus par les 
quatre méthodes essayées, on est obligé de reconnaitre que 
c’est le virus chauffé a sec, et surtout le virus chauffé a sec et 
préalablement sensibilisé, gui donne les résultats les meilleurs. 

Les souris traitées par cette derniére méthode résistent, en 
effet, presque toutes a une premiere infection et une sur huit a 

4) 
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résisté & une deuxieme infection plus sévére, tandis que le virus 
chauffé en ampoules a donné des résultats absolument négatifs 
et le virus tué par l'éther n'a vacciné que 2 souris sur 12 contre 
une premiere infection, mais n'a empéché la mort daucune des 
survivantes soumises aune deuxiéeme infection plus sévére. 


VACCINATION DE RATS 7 

Les résultats & peu pres négatifs de nos essais de vaccination de 
souris sont dus probablement a ce fait que les souris sont d’une 
sensibilité pour ainsi dire absolue & Vaction de ce virus. L’in- 
jection de quelques microbes suffit pour les tuer et, sur des 
milliers de souris que nous avons sacrifiées pour les essais de 
virulence de nos cultures, nous n’en avons pas vu une seule 
guérir apres une infection certaine, — cest-a-dire aprés que 
son sang avait été envahi par les microbes. 

Nous avons, parcontre, observé quelquefois des cas de maladie 
incontestables suivis d’une guérison spontanée chez les rats, et 
il était naturel d’en conclure que ces animaux, capables de com- 
battre victorieusement cette infection, seraient aussi plus faciles 
a vacciner que les souris. 

La virulence de nos cultures pour les rats est de beaucoup 
moindre que pour les souris, et, comme les rats d’égout que 
Yon peut se procurer & Paris ont pu vivre dans des milieux 
fort différents et acquérir des sensibilités aux infections trés 
variables, un dosage de la virulence aussi exact que celui que 
nous avons établi pour les souris était & peu prés impossible. 

Toutefois, une longue série d’essais nous a permis de 
constater qu'une dose de 0,01 cent. cube d’une culture de 
24 heures inoculée sous la peau était stirement mortelle, et 
qu'une dose de 0,4 cent. cube de la méme culture introduite 
dans la bouche tuait 95 rats sur 100. 

Contrairement & ce que nous avons vu chez les souris, les 
humeurs de rats sont donc capables de détruire un grand 
nombre de microbes, fait que nous avons pu confirmer en 
soumettant ces derniers in vitro & Vaction du sérum de souris 
et du sérum de rat. — Nous avons constaté que le sérum 
de souris favorisait le développement des microbes, tandis que 
le sérum de rats s’est montré fortement bactéricide. 
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Vaccination par des cultures chauffées en ampoules pendant 
une heure a 60 degrés. 


Exe. 11. — 10 rats gris regoivent sous la peau 0,1 cent. cube-de vacein 
deux fois de suite 415 jours d’intervalle. 
Eprouvés 15 jours plus tard, ils meurent-tous en 2a 24 jours. 


Vaccination par les cultures tuées par I’ éther. 


Exp. 12. — L’expérience faite exactement dans les mémes conditions que la 
précédente a donné aussi exactement les mémes résultats. 


Ces deux modes de vaccination ont done donné des résul- 
tats compléetement négatifs. 


Vaccination par des microbes séchés et chauffés asec. 


Exp. 13. — 10 rats regoivent sous la peau deux injections, a 15. jours 
dintervalle, de 4 milligrammes de culture séchée et chauffée pendant 
35 jours 475 degrés. : ; 

Pour éprouver la toxicité de ce vaccin, on injecte a 3 rats, une seule fois, 
respectivement 4, 6 et 10 centigrammes de la méme culture. 

Ces doses énormes sont trés bien supportées, les animaux inoculés pré- 
sentent des cedémes plus ou moins étendus a l’endroit de l’injection, mais 
ces réactions locales ne sont pas douloureuses et ne sont le-siége d’aucun 
processus inflammatoire. é 

Tous ces rats sont éprouvés: les 10 premiers 20 jours‘aprés la deuxitme 
injection, les 3 derniers 35 jours aprés linjection du vaccin. Ils regoivent 
tous 0,4 cent. cube d’une culture de 24 heures dans la bouche. 

Des 10 premiers, 8 rats meurent en 8 4 11 jours, 2 survivent, des 3 der- 
niers 1 survit. 


Vaccination par injection d'une faible dose de culture vivante. 


Exp. 14. — 10 rats recoivent dans la bouche 0,1 cent. cube dune dilution 
au centiéme d’une culture de 24 heures. Un de ces rats meurt 3 jours, un 
autre 19 jours apres cette injection. Tous les deux ont du virus dans le sang. 

Les 8 survivants sont éprouvés 25 jours aprés l’injection par 0,4 cent. cube 
dune culture de 24 heures dans la bouche. 4 de ces rats meurent en 
2, 4, 8 et 13 jours, les 4 autres survivent. 


Cette méthode de vaccination (virus vivant) donne donc des 
résultats moins bons que la vaccination par les microbes 
séchés et tués par la chaleur séche et présente, en outre, 
Vinconvénient d’étre moins précise. Il est impossible de savoir 
si les rats qui ont résisté a l’épreuve n’étaient pas réfractaires 
a laction du virus. 
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Les essais de traitement préventif ou curatif des souris par 
un sérum d'animaux fortement immunisés ont pas eu de 
résultats plus heureux que les essais de vaccination. Les 
sérums de chavres et de lapins immunisés pendant plus de 
six mois par des cultures mortes d’abord, et ensuite par des 
cultures vivantes injectées dans les veines, ne 'préservait pas 
les souris & la dose de 1 cent. cube contre une infection sim- 
plement mortelle. 


VACCINATION DES COBAYES 


Pour terminer cette étude, il nous a semblé important 
d’essayer de vacciner contre ce méme paratyphique les cobayes 
qui, ainsi que nous Vayons vu plus haut, sont complétement 


réfractaires & l’'infection par la bouche et assez sensibles a 
Vinoculation des microbes dans le péritoine. 


Exp. 15. — Virulence du virus normal. 5 cobayes de 350 a 400 grammes 
recoivent dans le péritoine, respectivement, 41, 0,8, 0,6, 0,4 et 0,1 cent. cube 
d’une culture en bouillon de 24 heures. Ils meurent, le 14e¢" en 24 heures, 
les 4 autres en 2, 4, 5 et 6 jours. 


Exp. 16. — Virulence du virus sensibilisé. 5 cobayes recoivent chacun 
0,1 cent. cube; 4 autres, respectivement, 1, 2, 3 et 5 cent. cubes de virus 
sensibilisé. 

Des 5 premiers, 2 meurent en 6 et 8 jours, 3 survivent. 

Les 4 autres meurent en 3, 4, 5 et 6 jours. 

" Les 3 survivants et 2 témoins recoivent, 15 jours plus tard, 0,2 cent. cube 
de virus normal dans le péritoine. 

Les cobayes vaccinés suryivent, les témoins succombent en 5 et 6 jours. 


Ainsi, il a suffi d’une seule injection, il est vrai assez sévere, 
de virus sensibilisé pour ‘immuniser les cobayes contre une 
dose stirement mortelle. Dans ce cas, la vaccination est donc 
relativement tres facile et nous avons constaté aussi qu’il est 
assez facile d’immuniser les lapins par 1 ou 2 injections de 
cultures mortes sous la peau contre !’inoculation consécutive 
de virus vivant dans les veines. 

La facilité d’immunisation des animaux naturellement 
réfractaires & une maladie contre une péritonite ou une septi- 
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cémie artificielle ne permet donc pas de conclure a la possi- 
bilité de vaccination par les mémes méthodes des animaux 
naturellement sensibles i la méme maladie. 


CONCLUSIONS. 


1° Il est impossible de vacciner les souris par les méthodes 
connues jusqu’a présent contre le bac. typhi murium, type B, 
ni de les guérir par un sérum spécifique. 

2° On pourrait supposer que cette impossibilité de vaccina- 
tion est due au manque absolu des moyens de défense naturels 
de lorganisme de la souris contre l’action du microbe; mais, 
comme il est presque tout aussi difficile de vacciner les rats, 
animaux bien moins sensibles,‘on est obligé d’en conclure que 
ce fait est di & une particularité inhérente & la nature du 
microbe. 

3° Il est trés facile de vacciner les animaux (cobayes et 
lapins) réfractaires a Vinfection par la bouche ou par piqtre 
sous la peau contre les inoculations mortelles dans le péritoine 
ou dans les veines. 

4° I] faut done conclure que la possibilité de immunisation 
des animaux naturellement réfractaires 4 une maladie contre 
une infection provoquée artificiellement ne permet pas de con- 
clure qu’il sera possible d’immuniser par les mémes méthodes 
les animaux naturellement sensibles 4 laméme maladie. 
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